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1. INTRODUCCION

La mitocondria, como los demés organoides celulares, desarrolla
funciones de gran importancia que mantienen el sistema celular con vida.
Para que éstas puedan efectuarse, es necesaria la entrada y salida -

de diferentes especies moleculares y iones que deben atravesar las - ~
membranas mitocondriales.

De las dos membranas de la mitocondr‘ia, la interna es permeable
al agua y algunas moléculas pequefas como urea, glicerol y cidos gra—
sos de cadena corta, e impermeable a la mayoria de iones, carbohidra—
tos, aminoécidos y nuclebtidos. La impermeabilidad de esta membrana

esti determinada por los componentes membranales, (diferentes en pro
porcién a los de la membrana externa) que en gran parte son lpidos vy -
que impiden por su arreglo el flujo de meléculas con cierta polaridad.

E1 hecho de que este tipo de membrana no sea permeable a 1a ma--
yor{a de metabolitos, plantea la necesidad de conocer el mecanismo por
el cual las diferentes especies moleculares y iones se transportan; y una

seria limitacién para conocer tal mecanismo, reside en el desconocimien
to casi total de la arquitectura de las membranas, que aunque han sido —
estudiadas intensamente, sbélo han originado algunas hipbtesis. Quiz& —-
las de mayor =onsistencia actualmente sean las de Benson (1) y Singer —

(@), que de tomarse como modelo posiblemente contribuyan para la elu~-



cidacién de los mecanismos en los sistemas de transporte.

No obstante las limitaciones, se han propuesto modelos de siste-
mas de transporte, postulando qué una proteina o lipoprotefna con un
sitio ‘de unién para el sustrato transportado ,- sirve como acarreador
L".J_e‘l 5ub$trato. Dicha molécula, situada en la membrana, une una mg
' Iéculade 'sustrato, y por difusién o un cambio conformacional lo aca-

‘ rﬁéa a través de la membrana (3).
La presencia de acarreadores en la mitocondria, se puso en evi-
~ dencia principalmente con el estudio del transporte de los intermedia
rios del ciclo de Krebs y adentn nucleétidos; el acarreador de los ~ -
adenfn nucleétidos presenta una alta aFinidad' por el ADP y ATP, pre-
sentav fenémeno de saturacidén, ‘es extremadamente especifico y se — -
inhibe selectivamente con atractilésido impidiendo asf la transferen—
cia de ADP y ATP a través de la membrana mitocondrial. (4, 5).

Klingenberg (8), ha esstudiado las propiedades del acarreador de
ADP in situ en la membrana mitocondrial determinando el nimero de
sitios de acarreo, constantes de disociacién, especificidad de la unibn,
influencia del pH, temperatura, etc..., y encontré ademads que este -
acarreador transporta una molécula de ADP al interior de la mitocon~
dria, s6lo si una molécula de ATP es transportada al exterior.

Los resultados del estudio del transporte de este nuclebtido, han



establecido los criterios bésicos para la investigacién de moléculas
con propiedades de acarreo, pér\mitiendo que a la fecha se hayan evi-
denciado otras moléculas transportadoras de iones como Cl~ Y% SO4 .
®), Pi (M), Ca+‘+ (8,9), y algunos de los &cidos dicarboxflicos y tri~
carboxflicos intermediarios del ciclo de Krebs (10).

Con el conocimiento ide algunas propiedades de los acarreadores
de diversas moléculas y iones en diferentes sistemas de membranas,
varios investigadores enfocaron el problerna hacia el aislamiento de
ellos, asf Penrose et al_(11), aislé una protefna de membrana de - -
E. coli que fija leucina, isoleucina y valina, Anraku (12), purificé de
membranas de E. coli una protefna que une galactosa, Wasserman Y
Taylor (183), aistaron de mucosa intestinal una molécula con capaci-~
dad para unir calcio, la cual presenté fenémeno de saturacién con res
pecto al incremento en concenf:r'acién de calcio; Gémez Puyou et al (9)
y Sottocasa et al (8), aislaron de mitocondrias de higado de rata un ——
factor insoluble con capacidad para unir calcio con alta afinidad; - —-
Cabantchick y Rothstein (68), separaron de membranas de eritrocito, -
una molécula de protefna lque al parecer es responsable del transporte
de SO: \Y Cln, y Pardee en 1966 (14) purificé una protelna que une -~
sulfato y presenté evidencias sobre la localizacién de ésta en la mem-

brana. En realidad, no se pueden definir a estas moléculas como aca

rreadores, ya que faltan pruebas que satisfagan los criterios ya esta-



blecidos como son: a) saturabilidad del sistema, »b) inhibicibn especf-
fica, c) alta afinidad por el catién o molécula a transportar, d)alta —
especificidad.

Ya que las membranas presentan en su composicién quimica pro

‘te‘[;nas » algunas con actividad para el transporte, se han hecho innume
rables esfuerzos para conocer las interacciones intermoleculares y -
caracterizar las protefnas de membrana, utilizando para esto agentes
solubilizantes como sales neutras, urea, guanidinas, solventes o'r‘gé—
nicos, detergentes, caotrdpicos y soluciones écidas o basicas (15,16,
17,18), pero el problema se hace critico debido a que estos agentes so
lubilizantes influyen indudablemente en la conformacién y actividad de
las protefnas membranales (19).

Se plantea que aln con estas desventajas, la accién solubilizante
de los agentes mencionados, puede ser una herramienta para entender
las fuerzas de unién H’pido-lfpiéio, protefna~protefna y 1{pido-proteina
en las membranas.

Lenaz (20.21), ha indicado que los fosfollpidos estén unidos a pro
tefnas por medio de uniones hidrofébicas,» estableciéndose las interac
ciones hidrofébicas entre las cadenas no polares de los 4cidos grasos
con los residuos de aminoédcidos no polares. Las partes apolares —-
de las protefnas de membrana deben estar en estrecho contacto con —
las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos, sostenidas fuertemen

te in situ, en tanto que otras son fécilmente desprendibles y solubles



en agua porque presentan uniones débiles posiblemente con caracter
polar (22).

Entre las fuerzas que contribuyen a la estabilidad de las prote~
fnas membranales en medio acuoso, las atracciones hidrofébicas son
las de mayor significacién, y una evidencia directa de la interaccién
hidrofébica entre protefnas y 1fpidos de membrana la de Chapman —-
(23,24) con los espectros de infrarrojo y resonancia magnética nu- -
clear en fa;ntasmas de eritrocito. lLLos estudios de Kauzmann (25), in
dican que las protefnas contienen una proporcién relativamente alta ~
de aminoacidos con cadenas laterales no polares con baja afinidad ~-
por el agua, y as{ estas configuraciones polipeptfdicas, las cuales -
contienen gran nGmero de estos grupos apolares, se asocian entre sf
adquiriendo la conformacién mds estable. Esta tendencia de los gru—
pos no polares para asociarse entre sf en un ambiente acuoso es con—
siderado como una unién hidrofébica, datos que remarcan la importan
cia de las uniones hidrofébicas, provienen del trabajo tebrico de ~ -~
Scheraga (26), y la extraccién de lpidos y solubilizacién de proteinas
de membr‘anav con ciertos solventes orgénicos y detergentes (27), cons
tituyen una fuerte evidencia de las uniones hidrofébicas entre los compg
nentes membranales.

Los estudios hechos por Tanford (18) sobre la solubilidad de ami~

noécidos y péptidos en solventes orgénicos, y la desnaturalizacién de -



protefnas por &cidos, bases, urea y guanidinas, indican que en una fase
acuosa, la mayorfa de los grupos no polares de una protefna estan en el
interior de 1a molécula en tanto que los grupos cargados estarédn en con
tacto directo con el solvente. Si el solvente es apolar, la porcién apo—
lar de la molécula estaré en contacto directo con el solvente.

Micelas de fosfatidos con \gar*ga neta negativa como fosfatidil eta~
nolamina, difosfatidil glicerol y fosfatidil inositol, pueden formar com-
plejos ibnicos con un nGmero de protelnas (ej. protamina histonas, ci~-
tocromo C, RNasa y lisozima) por abajo de su punto isoeléctrico (28, 29).
Tales complejos son solubles y estables en un nGmero de solventes orgd-~
nicos pero son separados con una fuerza iéniéa alta. La formacién de —-
proteolipidos solubles en solventes apolares implica que las porciones —
apolares de ambos componentes:estén en cor?tacto con el solvenrte mien——
tras que los grupos i6nicos deben estar formando pares i6nicos que de— ~
crecen la hidmfil_icidad y neutralizan las cargas favoreciendose con esto
la solubilizacién en un rnedio hidrofgbico.

La formacién de pares iénicos se establece entre los grupos catié-
nicos de la proteina y lcs grupos anibnicos del lpido, siendo esto demog
trado por Higashi, Siewert y Strominger (30), al aislar e identificar de

Staphylococcus aureus la fosfoquinasa isoprenoide, 1a cual lleva unido ~

firmemente un fosfolfpido como cofactor, que no se separa cuando se ex
t rae con butanol acfdico; y por Kadenbach (31) al aislar un péptido sin—-

tetizado por la mitocondria, el cual ss insoluble en agua o acetona y so-~



luble en cloroformo o metanol, ademds de presentar tres grupos amino
libres que podrjfan formar union i6nica en un medio lipofilico.

Gitler y Montal (32), lograron la extraccién de proteotipidos com=
puestos de citocromo C y una mezcla de fosfolipidos acfdicos utilizando
como solvente apolar el decano. Los resultados indican que la solubi-—
lizacién en decané depende del pH y la formacién de pares iénicos,

Recientemente Yonath, Burstein y Blauer (33) reportaron un sis--
tema proteolipfdico en el cual un detergente sintético reemplazé los fos—
folipidos. El sistema consistié de citocromo C y 'Iecitina, y el detergen
te que se utilizé fué el dodecilsulfato (SDS), y el solvente utilizado para
la solubilizacién de citocromo C~detergente fué el isooctano.

No hubo requerimientos de alcoholes (29), cationes divalentes (34)
o el uso de pH bajo (32) para la extraccibn efectiva en la fase orgéiiica.

Dada la importancia del ADP en los procesos biolégicos, el desco—~
nocimiento de las caracterfsticas moleculares de su acarreador yla - —
innovacién hecha por Gitler y Montal (32), Yonath, Burstein y Blauer (33)
en la extraccidn de lipoprotefnas y protelnas, la presente tesis se enfoca
hacia el aislamiento de moléculas de membranas mitocondriales, con ca
pacidad para fijar ADF. Si consideramos que estas moléculas membra—
nales son de naturaleza protéica, existird la posibilidad de formacién de
pares i6nicos con el ADP de la misma manepra que lo hacen los fosfolipi~

dos o el detergente anibnico con el citocromo C.



Las r‘eyg\iones apolares liofflicas de las protefnas estarén en con—~
tactd con el isobutanol, en tanto que los grupos iénicos formarén pares

e ~i6riiéb§y de esta manera se efectuaré la solubiliZacién.

‘El aislamiento de protefnas o lipoprotefnas de membrana, con o

g v"'sih actividad para el transporte, y su caracterizacién son sin duda al--

guna una contribucién al estudio de la membrana, ya que posiblemente
L “existe una analogfa entre los problemas de estructura de membranas y

g Ia:éstructura de protefnas.
II. MATERIALES Y METODOS.

Se obtuvieron las mitocondrias de higado de rata por el método
" de Schneider y Hogeboom (35), en sacarosa 0.25 My EDTA 0.001 M -
uaquta:das a pH 7.3 con Tris. Después de la segunda centrifugacién a -
10, OQO r.p.m. en una centrffuga Sorvall (mod. RC2-B), se lavaran ==
dés.veces, se resuspendib el paquete en sacarvsa 0.25 My EDTA -~ -~
0.001 M pH 7.8 y se ajusté la proteina a 15 mg/ml. por lectura de ab~
sorbancia a 215 y 225 nm. (36), en un espectrofotémetro Zeis (mod. -
PMQ II). Al volumen obtenido después de ajustar a 15 mg/ml., se le
agregé un volumen igual de agua bidestilada y 0.4 ml. de desoxicola~
to de sodio (DOC) a una concentracién de 50 mg./ml., por cada 12 ml.
para solubilizar las protefnas de las membranas mitocondriales. Se

incubaron las mitocondrias durante 10 minutos a 25°C con agitacién ~-



constante para una mayor solubilizacién,
Para sedimentar los fragmentos de membrana ro solubilizados,
la solucién se centrifugb a 830,000 r.p.m. en una centrifuga Spinco (mod.
L) con el rotor # 40. El sedimento fué eliminado, y por cada 40 ml. de
sobrenadante (protefnas mitocondriales solubles), se agregaron 140 mt.
de sacarosa 0.256 My EDTA 0.001 M ajustada a pH 7.3, 46 ml. de agua
bidestilada, 2 ml.de ADP 0.0047 M, 0.3 ml. de ADP' G (87,000 c.p.rm.)
y 200 ml. de isobutanol. Se agité la mezcla durante 8 minutos a 25°C y
se centrifugb a 10,000 r.p.m.

El objeto del procedimiento anterior fué incorporar ADP a las ma*
léculas de protefna solubilizadas con desoxicolato, con capacidaa para ——
fijarlo y solubilizar las protefnas-ADP en el isobutancl.

De la fase isobutanélica (fase supe.ﬂier‘) se tomaron muestras de -
0.2 ml,, las cuales fueron colocadas en planchetas de aluminio, evapo-
radas bajo ur‘u::l lAampara de rayos infrarrojos y contadas en el contador -
de radioactividad Chicago (mod. I8IB).

El contenido de protefnas en la fase isobutanélica se cuantificé por
el método de Lowry (37), para esto el isobutanol fué evaporado previa~-
mente con aire carriente y redisuelto en 10 ml. de isobutanol, y de esta
solucibn se cuantificé 1 ml.

Tratando de evitar la solubilizacién de las protefnas de membrana

mitocondrial con el detergente DOC, se utilizaron polvos acetédnicos (mi
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tbc&hdl;‘ias delipidadas con solventes orgénicos que conservan un alto
borcentaje de protefnas) mantenidos en congelacién a 0°C durante apro-
" ximadamente 6 meses.

Se obtuvieron los polvos aceténicos de mitocondrias de higado de
rata, de acuerdo al procedimiento descrito por Lardy y Wellman (38),
excepto que el paquete de mitocondrias se homogenizé con acetona y se
filtré en un buchner para luego ser Iavad'o con butanol, acetona y &ter
dietflico.

La extraccién en isobutanol de las protefnas y proteinas-ADP de
los polvos aceténicos se hizo de la siguiente manera;:

A cada tubo con 50 mg. de polvos aceté‘nicos, se le agregb una -
concentracién creciente (23.4 - 2000 nano moles) de ADF en solucién
acuosa, se complement6 el volumen a 1 ml, con agua bidestilada vy se
agregaron 20 ul. de ADPMC (4625 c.p.m.); inmediatamente se agrega
ron 5 ml. de.isobutanol a cada tubo, se agitaron 1 min. en el vortex y
se centpifugaron a 3000 r.p.m. para separacién de las dos fases.

La cantidad de nanomoles de ADP en la fase isobutanélica se de—
termind por conteo de ADF’MC, tomando muestras de 0.2 ml. del iso—
butanol, evaporéndolas y contada la radioactividad en el contador Geiger
Chicago (mod. 18IB). El resto del isobutanol de cada tubo fué evapora-
do con corriente de aire para hacer la determinacién de protefnas con

el método anteriormente sefialado.
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Para separar las protefnas solubles en el isobutanol, se utilizé
la electroforesis en geles de acrilamida siguiendo el método dé Weber
y Osborn (39). |

Como una técnica auxiliar para la identificacién de péptidos en la
fase isobutanélica, se hicieron varios corrimientos electroforéticos en
papel., Las fases acuosa e isobutan6lica de un extracto preparado con
200 mg. de polvos acetbnicos, 936 nmoles de ADP, 4 ml. de agua y 20
ml. de isobutanol, se évapor‘ar'on con corriente de aire, se resuspen—-—
dieron en 0.5 ml. de agua e isobutanol respectivamente y se aplicaron
sobre papel Whattman # 1. Los corrimier{tos electroforéticos se efec—
tuaron a 300 voltios, 25 mA. durante 45 minutos; en lugar de buffer se
utilizé una solucién de acido férmico al 8%.

Otro método empleado para la separacién de especies moleculares
solubles en isobutanol, fué la cromatograffa en capa fina en placas de gel
de sflice (Merck). Se utilizé como solvente isobutanol-térmico~agua
70: 9: 21, se corrieron las muéstras durante 14 horas y se revelaron
los péptidos o aminoécidos con ninhidrina 0.2% en acetona (40).

Para determinar la presencia de uniones peptidicas en la fase isobu
tanblica, se efectuaron varias hidrélisis con HCl BN durante 72 horas se-
gln el método de Sanger y Thompson (41).

REACTIVOS
Todos los reactivos utilizados se obtuvieron en la casa Merck, ex-—

cepto:
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Sacarosa —=~——-——-~ J. T. Baker.
Adenosin &' difosfato (sal de sodio)y——————=Sigma.:
Adenosin 8-014 5! difosfato (sal de amonio) ~———=—=~ Amersham Searle

Alcohol isobutflico —=——w—m— Mallinckrott .
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Procedimiento para solubilizar protefnas en isobutanol y cuantifi~

car la fijacién de ADP por moléculas solubles en isobutanol.

i

50 mg. de polvos acetbnicos

Agregar ADP en solucién acuosa

(28 - 1000 n moles )

145 (¢ 4625 cpm. )

Agpregar 20 L} de ADP
Ajustar el vo%umen a1l ml. con agua bidestilada.
Agitar en vortex 1 min.

Agregar 5 ml. de isobutanol

Agitar en Vortex 30 segundos

Ayrifwar 13000 r.p.m.

Fase acuosa FFase isobutan6lica (superior)
Extraer 1 0 2 ml. Extraer 0.2 ml.
y pasartos a un tubo vy pasarlos a una
de ensayo plancheta.

l l



Evaporar con corriente de aire

Cuantificar protefnha

14

Evaporar con l&mpara de

infrarrojo

Contar radioactividad

l

Transformar c.p.m. a % de:
ADP y calcular las nmoles
de ADP en la fase isobutan&-
lica. ’
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. RESULTADOS

El presente trabajo tuvo su inicio con varios experivmentos para
incor‘E)Ao:ar- ADP a las protefnas de membranas mitocondriales y solu-
bilizarlas en una fase isobutanélica, ya sea por su naturaleza hidrof6—
bica o por la adquisicién de cierta hidrofobicidad al formar los pares
ibnicos con el ADP. La solubilizacién de las membranas mitocondria
les se efectud utilizando DOC-'segOn el método descrito, y los resulta-
dos indicaron que la cantidad total de ADP que se repart{a en la fase -
isobutanélica representaba el 10~15% de las nmoles con que se incuba~—
ron las mitocondrias.

Es importante sefialar que, una vez evaporado el isobutanol para
hacer la determinacién de protefna por el método de Lowry, se encon—
tré un gran porcentaje de desoxicolato el cual interfirié con la cuanti-
ficacién. Para eliminar este obstaculo, una vez que se obtuvo la fase
isobutanblica, se evapord con corriente de aire, se redisolvié en 5 mi.
de isobutanol y se dializé contra agua durante la noche. Al término de
la didlisis se obtuvo un precipitado cuya coloracién varid de experimen
to a experimento. Al contenido acuoso de la bolsa de diélisis se le de—
terminé proteina por el método de Lowry, en tanto que el precipitado ~

se descartb considerando que se trataba de desoxicolato ya que el peso

no correspondi6é a la protefn cuantificada previamente, y presenté una

consistencia de piedra.

BisLiGrs GERTRAL
¥ 08w
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lLa presencia de protefnas en la fase isobutanélica se evidencié
por el reactivo de Lowry y por la absorcién a 280 y 280 nm, y para
separarlas se efectuaron varios corrimientos por electroforesis en
geles de acrilamida, siendo los resultados negativos, ya que en nin-
gln gel se detect$ alguna banda revelada con azul de Coomassie.

Estos resultados sugirieron que posiblemente la reaccién con el
reactivo de Lowry y la absorcién a 230 y 280 nm era debida a la pre~
sencia de péptidos, asf que a una muestra de la fase isobutanélica se
probd su sensibilidad a la ninhidrina, y a otra se le hidrolizé con HCL
6 N durante 72 horas para cuantificar el incremento en nanomoles de
aminoécidos por ruptura de las uniones peptfdicas. (tabla 1).

E1 hecho de que el desoxicolato se solubilizara en isobutanol y
de que se encontrara ADP, ADPMC y protefna en la fase isobutanéli—
ca pero no hubiera una relacién estequiométrica entre protefna y ADP,
nos hizo suponer que posiblemente el ADP se solubilizaba en isobuta—~
nol no por la formacién de pares iénicos con una protefha, sino que el
fer_16meno era debido a la formacién de un complejo detergente-ADP~
péptidos, o detergente~ADP y otro tipo de moléculas. Se evité entop
ces la solubilizacién de las membranas con DOC por utilizacién de ——
polvos acetbnicos, los cuales son protefhas mitocondriales obtenidas
por delipidacién de mitocondrias de higado de rata con varios sotven—
tes orgénicos.

lLa gréfica 1 indica que la cantidad de ADP acarreada a la fase
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isobutanblica es casi proporcional al ADP en el medio de incubacién y
el sistema no ha alcanzado la saturacién. EIl valor neto en nmoles de
ADP que son fijadas 0 acarreadas se obtuvo por diferencia del experi~
mental y el control.

La gréfica 2 muestra la cantidad neta de ADP que se transponrta
a la fase isobutanélica y la protefna que cuantificada por el método de
Lowry se solubiliza en isobutanol. La cantidad de protefna en el isoby
tanol varfa desde 55 ug en ausencia de ADP hasta 460 ug con 936.7 ==
nmoles de ADP.

Al parecer, la cantidad de protefna que se registra en isobutanol
depende de la concentracién de ADP en el medio de incubacidn, vy para
cada punto en la curva el valor neto de protefna soluble en isobutanol -
(protefna acarreada) se obtiene restando 55ug que corresponden a la -«
cantidad de protefna hidrofébica o soluble en isobutanol no inducida por
ADP,

La gréfica 3 muestra la solubilizacién de protefna y el transporte
de ADP a la fase isobutan§lica por variacidén de ADP en el medio de in~
cubacién. La cantidad de ADP en el medio de incubacién se incrementé
hasta 234l nmoles.,

L0s datos indican que posiblemente existen dos sitios de satura—-—
cidn, uno localizado en el rango de 800-1400 nmoles de ADP en el me—

dio, y otro entre 1800 y 2400 nmoles. El primer sitio se satura con ~—
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5700-600 nmoles de ADP y el segundo con 800~1000 nmoles.

La cantidad de protefna "acarreada" al isobutanol se correlacio-
na sélo en algunos puntos con la cantidad de ADP en el isobutanol, su-
giriendo que no sblo existe formacién de pares iénicos sino ademés -~
otro tipo de unién u otro tipo de moléculas con capacidad para acarrear
ADP.

Dado que no se encontrd una saturacién del sistema (gréficas 1,
2, 8) en el rango de 100 nimoles como indica Klingenberg (8), se tratd
de obtener una curva que reflejara la saturaciébn con ADF, no por cuan
tificacién de ADP en la fase isobutanblica, sino por fijacién de /—\DFJ a
los polvos acetbnicos en fase acuosa. Se procedié segin el método, =~
excepto que antes de agregar el isobutanol, se centrifugé la solucién y
se cuantificd el ADP en la fase acuosa. La disminucién de radiocacti-
vidad eﬁ la fase acuosa fué el {ndice de unién a los polvos acetbnicos.
L.a gréfica 4 muestra la incorporacién de ADP a los polvos acetbnicos
y los datos muestran que alrededor del 10% de ADP en el rmedio acuo-
S0 es incorporado sin dar indicio de saturacién.

Ya que no se encontrd una relacidén estequiométrica entre la pro
tefna y ADP cuantificados en isobutanol, se pensé que la solubilizacién
" de ADP en isobutanol era ocasionada por una alteracidn en el coeficien
te de particién de ADP por efecto del pH al incrementar la concentra——
cién de ADP, vy la protefna era solubilizada por la interaccién con el ~

ADP o el efecto del pH, asf que se efectué un experimento en el cual ~
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a cada tubo con 50 mg. de polvos aceténicos se le agregd 234 nmoles
de ADP, 20 ul. de ADF’MC (7400 c.p.m.) y se completd el volumen
a 1 ml. con buffer de citratos 0.2 M a pH 3,4,5,6 y buffer de carbo-
natos 0.2 M pH 9, 10 y 10.7 segln el pH deseado para cada tubo. --
Después de la adicién del buffer se agregaron 5 ml. de isobutanol y
.se procedid conforme el método citado.

La gréafica 5 muestra la variacién de la solubilizacién de pro—-
tefna y el transporte de ADP a la fase isobutanélica por efecto del pH.
Se observa que a pH bajo se favorece la solubﬁizacién de protefha en
el isobutanol, pero la cantidad de ADP transportada précticamente no
es alterada. Estos resultados sugieren que el transporte de ADP al
isobutanol se efect@ia sin dependencia del pH, y es transportado por

otras especies moleculares no cuantificadas por el momento.

Separacién de componentes protéicos solubles en isobutanol.

La figura 1 muestra un corrimiento electroforético en papel, de
las fases acuosa e isobutanélica de los polvos aceténicos.

La idea de este corpimiento fué basicamente efectuada para se—
parar las diferentes especies moleculares de ambas fases, ya que los
corrimientos electroforéticos en geles de acrilamida no revelaron —-
bandas positivas al azul de Coomassie. Por este método fueron reve-—
ladas 7 bandas de la fase acuosa, y 3 de la fase isobutanélica.

La figura 2 muestra un cromatograma hecho en placas de gel -
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de sflice (Merck), para la separacién de especies moleculares de las
fases acuosa e isobutanélica. La fase acuosa presenta 7 componentes
positivos a ninhidrina, la fase isobutanblica presenta 5. Dos de los -
componentes de la fase isobutandlica presentan una migracién cercana
a la de glicil-glicina, indicando esto que se trata de péptidos.

Los corrimientos electroforéticos son bastante reproducibles, -
en tanto que la cromatograffa en capa delgada en placas de gel de sfli-
ce sblo se efectud una vez, siendo indispensable comprobar la repro--

ducibilidad, ademds de la deteccién de la migracién del ADP.
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Gréafica 1

Transporte de ADP a la fase isobutandlica en presencia y
ausencia de protefnas mitocondriales con relacién a la canti-
dad de ADP en el medio de incubacién. (Condiciones segin ~-~
el método descrito.
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Gré&fica 2

Efecto de la concentracién de ADP en el medio de incubacién

sobre la solubilizacién de protefnas de polvos acetbénicos a una
fase hidrofébica. (Condiciones conforme el método descrito).
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Gréafica 3

Efecto de la concentracién de ADP agregado a proteinas

de polvos aceténicos sobre la solubilizacidn de éstas 'y ~—— —o0~— ADP
transporte de ADI® a la fase isobutanélica. (Condiciones ——— ———eo— Protefna

conforme el método descrito).
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tase fase iso- glicit-
acuosa butanolica glicina

Figura i
Corrimiento electroforético de las fases acuosa e isobutandlica.
Sistema: acido formico 8%.
Base: papel Whatman #1
Tiempo: 45 minutos
Voltaje: 300, mA: 25
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Figura 2
Cromatograffa ascendente de las fases acuosa e isobutanélica
contra un standard de amino4cidos y glicil—-glicina,
Sistema: isobutanol-férmico-agua (70:9:21).
Base: cromatoplacas de gel de sflice (merck).
Tiempo: 10 horas
Revelador: ninhidrina 0.2% en acetona.
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M. DISCUSION

Los resultados de esta serie de experimentos preliminares in-

dican que:
| L.a solubilizacién de protefnas o péptidos mitocond;ﬂiales se = -

efecta por L;na interaccién con el ADP en el medio de incubacién, sin
embargo dicha interaccién no se lleva a cabo por formacién de pares
i6nicos como Gitler y Montal (32) y Yonath, Burstein y Blauer (33) -
propusieron para la interaccién entre el citocromo C vy fosfolipidos o
detergentes aniénicos, ya que no se observa una relacién estequiomé-
trica entre el ADP vy protefna cuantificada en el isobutanol; ademadas, —
tanto el ADP como la protefha muestran un comportamiento diferente
" en relacibn al pH, puesto que la solubilidad de la proteina si es afec~
tada, pero el transponrte del ADP de la fase acuosa a la fase isobuta—
nélica no es modificado.

Aungue no hay una relacién estequiométrica entre la protefna ~
(de polvos aceténicos) y el ADP transportado a la fase isobutanélica,
se observa que el trénspor‘te de ADP a dicha fase es del orden de 400
nmoles de ADP/500-900 ug de protefna, y 800-800 nmoles de ADP -
p'or- 850-250 ug de protefna, lo cual no corresponde a los sitiés de sa
turacién del acarreador planteado por Klingenberg (8), el cual da un

valor de 1 nmol/mg. de proteina. Esto plantea la posibilidad de que
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ademés de la interaccién de moléculas de protefnas o péptidos mitocon~
driales con el ADP, se encuentr*én otras especies moleculares de natu-
raleza lipfdica (no cuantificadas hasta el momento) que sf inte‘r'actﬁan -
formando pares ibnicos.

La separacién de los componentes solubles en la fase isobutanblica
(por cromatograffa y electroforesis en papel), muestra cuatro especies
moleculares distintas, pero desconocemos si inicialmente eran hidrofé—
bicas, o si ellas adquirieron cierta hidrofobicidad por interactuar con el

k ADP. La actividad de estas moléculas para fijar ADP, seré determina—
da en los préximos experimentos, ademés estudiaremos (por cromato~——
grafia en capa delgada) todas las especies moleculares que se solubilizan
en el isobutanol al variar la concentracién del ADP en el medio de incu—~
bacién.

Comparando el sistema de polvos aceténicos y el sistema de mito-
condrias de higade de rata, solubilizadas con DOC, con respecto a la so
1lubilizacién de proteinas y transporte de ADP a la fase isobutanblica, ~—
encontramos que el sistema de polvos aceténicos presenta mayor eficieg
cia en el transporte de ADP y solubilizacién de protefnas a la fase iso~
butanblica (35~68% de ADP por 220-3900 ug de protefna), que las mitocon
drias solubilizadas con DOC (15-20% de ADP/72-245 ug de protefna); —-
esto lo podemos atribuir a la interaccidén del detergente (DOC) con las —

moléculas transportadoras de ADP de igual forma que la interaccién ci-
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tocromo C y SDS como lo ha demostrado Yonath et al (33), o a una
alteracién de la conformacién y actividad de las moléculas que fijan
y transportan el nucleétido (19).

Los datos obtenidos de nuestros experimentos con el sistema
de polvos aceténicos, referentes a la inhibicién de la fijacién y trang
porte de ADP por efecto del atractilésido, no estén aGn comprobados
pero sugieren que en el sistema de polvos acetbénicos no esté activa—
mente presente el acarreador, puesto que no se ha obtenido inhibi-—
cién en el transporte de ADP a la fase isobutanélica; no obstante que
se han ufilizado 1000 nmoles de atractilésido, considerando con esto
un factor de exceso, ya que nuestro sistema presenta un sitio de sa-
turacién con ADP del orden de 400 nmoles, y Vignais (4) encontré —-

J)que 1 mol de atractilésido desplaza 0.5-1.0 moles de ADP.

El .hecho de que en el sistema de polvos aceténicos hasta el -
momento .no se haya identificado la molécula que transporta ADP, ~
puede deberse a que las diferentes especies moleculares que los cong
tituyen ’suﬂ‘en cambios por efecto de temperatura o degradacién; vy
una forma de evitar estos factores nocivos es la utilizacién de polvos
acetbnicos frescos.

La informacién obtenida hasta el momento con estos experimen
tos preliminares, se ampliard sin duda con la utilizacién de nuevas ~

téenicas de separacién de moléculas como son la cromatografia por

afinidad o la filtracién molecular en resinas con caracter hidrofébico.
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