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l. INTRODUCCION 

La mitocondria, como los demás 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 mitocondria, la intsrna es permeable 

al agua y algunas moléculas pequeñas como urea, glicerol y ácidos gra­

sos de cadena corta, e impermeable a la mayorfa de iones, carbohidra­

tos, aminoácidos y nucle6tidos. La impermeabilidad de esta membrana 

está determinada por los componentes rr1embranales, (diferentes en Pi-:9 

porción a los de la membrana externa) que en gran parte son \fpidos y -

que impiden por su arreglo el flujo de moléculas con cierta polaridad. 

El hecho de que este tipo de membrana no sea permeable a la ma-­

yorfa de metabolitos, plantea la necesidad de conocer el mecanismo por 

el cual las diferentes especies moleculares y iones se transportan; y una 

seria limitación para conocer tal mecanismo, reside en el desconoéimie~ 

to casi total de la arquitectura de \as membranas, que aunque han sido -

estudiadas intensamente, sólo han originado algunas hipótesis. Quizá -­

las de mayor ·;onsistencia actualmente sean las de Benson (1) y Singer -

(2), que de tomarse como modelo posiblemente contribuyan para la elu--
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cidaci6n de los mecanismos en los sistemas de transporte, 

No obstante las limitaciones, se han propuesto modelos de siste­

mas de transporte, postulando que una proteína o lipoproteína con un 

sitio de uni6n para el sustrato transportado, sirve como acarreador 

del substrato. Dicha molécula, situada en la membrana, une una mQ 

lécula de 'sustrato, y por difusión o un cambio conformacional lo aca­

rrea 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 intermedi§: 

rios del ciclo de Krebs y adenín nucleótidos; el acarreador de los - -

adenín nucle6tidos pr€senta una alta afinidad por el ADP y ATP, pre­

senta fenómeno de saturación, es extremadamente específico y se - -

inhibe selectivamente con atracti16sido impidiendo asf la transferen­

cia de ADP y ATP a través de la membrana mitocondrial. (4, 5). 

l<lingenberg (5), he:, estudiado las propiedades del acarreador de 

ADP in situ en la membrana mitocondrial determinando el número de 

sitios de acarreo, constantes de disociaci6n, especificidad de la unión, 

influencia del pH, temperatura, etc ... , y encontr6 además que este -

acarreador transporta una molécula de ADP al interior de la mitocon­

dria, sólo si una molécula de ATP es transportada al exterior. 

Los resultados del estudio del transporte de este nucleótido, han 
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establecido los criterios básicos para la investi.gaci6n de moléculas 

con propiedades de acarreo, permitiendo que a la fecha se hayan evi­

denciado otras moléculas transportadoras de iones como CC y S0
4 

(6), Pi (7), ca++ (8,9), y algunos de los ácidos dicarboxflicos y tri-

carboxflicos intermediarios del ciclo de Krebs (1 O). 

Con el conocimiento de algunas propiedades de los acarreadores 

de diversas moléculas y iones en diferentes sistemas de membranas, 

varios investigadores enfocaron el problema hacia el aislamiento de 

ellos, así Penrose et al (11 ), aisl6 una proteína de membrana de - -

E. coli que fija leucina, isoleucina y valina; Anraku (12), purific6 de 

membranas de E. coli una proteína que une galactosa, Wasserman y 

Taylor (13), aislaron de mucosa intestinal una molécula con capaci--

dad para unir calcio, la cual present6 fenómeno de saturación con re§ 

pecto al incremento en concentraci6n de calcio; G6mez Puyou et al (9) 

y Sottocasa et al (8), aislaron de mitocondrias de hígado de t'ata un --

factor insoluble con capacidad para unir calcio con alta afinidad; •· --

Cabantchick y Rothstein (6), separaron de membranas de eritrocito, -

una molécula de proteína que al parecer es responsable del transporte 

de SO 4 y Cl-, y Pardee en 1966 (14) purificó una protefna que une -­

sulfato y presentó evidencias sobre la local izaci6n de 8sta 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-
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bleci.dos como son: a) saturabi.Udad del sistema, b) i.nhibi.ci6n especr­

fica, c) alta afinidad por el cati.6n o molécula a transportar, d) alta -

especificidad . 

Ya que las membranas presentan en su composición química PrQ 

ternas, algunas con actividad para el transporte, se han hecho innu~ 

rables esfuerzos para conocer las interacciones intermoleculares y -

caracterizar las proteínas de membrana, utilizando para esto agentes 

solubili.zantes como sales neutras, urea, guani.dinas, solventes orgá­

nicos, detergentes, caotrópicos y soluciones ácidas o básicas (15, 16, 

17, 18), pero el problema se hace crítico debido a que estos agentes SQ 

lubilizantes influyen indudablemente en la conformación y actividad de 

las proteínas membranales (19). 

Se plantea que aún con estas desventajas, la acción solubilizante 

de los agentes mencionados, puede ser una herramienta pera entender 

las fuerzas de unión l ípido-1 ípido, proteína-proteína y 1 {pido-proteína 

en las membranas. 

Lenaz (20. 21 ), ha indicado que los fosfol {pidas están unidos a Pl"2 

te{nas por medio de uniones hidrof6bicas, estableciéndose las interas: 

cienes hi.drofóbi.cas entre las cadenas no polares de los ácidos grasos 

con los residuos de aminoácidos no polares. Las partes apelares -­

de las proteínas de membrana deben estar en estrecho contacto con -

las cadenas hi.drocarbonadas de los fosfolipidos, sostenidas fuerteme!J 

te i.n si.tu , en tanto que otras son fácilmente desprendi.bles y solubles 
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en agua porque presentan uniones débiles posiblemente con caracter 

polar (22). 

Entre las fuerzas que contribuyen a la estabilidad de las prote­

ínas membranales en medio acuoso, las atracciones hidrofóbicas son 

las de mayor significación, y una evidencia directa de la interacci6n 

hidrofóbi.ca entre proteínas y lípidos de membrana la de Chapman -­

(23,24) con los espectros de infrarrojo y resonancia magnética nu- -

clear en fantasmas de eritrocito. Los estudios de Kauzmann (25), io 

di.can que las proteínas contienen una proporción relativamente alta -

de aminoácidos con cadenas laterales no polares con baja afinidad -­

por el agua, y así estas configuraciones polipeptídicas, las cuales -

contienen gran número de estos grupos apolares, se asocian entre sí 

adquiriendo la conformación más estable. Esta tendencia de los gru­

pos no polares para asociarse entre sí en un ambiente acuoso es con­

siderado como una Lmión hidrofóbica, datos que remarcan la importao 

cia de las uniones hidrofóbicas, provienen dei trabajo teórico de - -­

Scheraga (26), y la eY.tracción de lípidos y solubilización de proteínas 

de membrana con ciertos solventes orgánicos y detergentes (27), con§ 

tituyen una f-uerte evidencia de las uniones hidrofóbicas entre los compo 

nentes membrana les. 

Los estudios hechos por Tanford (19) sobre la solubilidad de ami­

noácidos y péptidos en solventes orgánicos, y la desnaturalización de -
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proteínas por ácidos, bases, urea y guanidinas, indican que en una fase 

acuosa, la mayorfa de los g1~upos no JJOlares de una proteína están en el 

interior de la molécula en tanto que los grupos cargados estarán en CO!J 

tacto directo con el solvente. Si el solvente es apelar, la porción apo-

lar de la molécula estará en contacto directo con el solvente. 

Micelas de fosfátidos con carga neta negativa como fosfatidil eta­
"+ 

nolamina, difosfatidi.l glicerol y fosfatidil inositol, pueden formar com-

plejos i6nicos con un n6mero de proteínas (ej. protamina histonas, ci--

tocromo e, RNasa y lisozima) por abajo de su punto isoeléctrico (28, 29). 

Tales complejos son solubles y estables en un número de solventes orgá-

nicos pero son separados con una fuerza iónica alta. La formación de --

proteolípidos solubles en solventes apelares implica que las porciones -

• apelares de ambos componentes, están en contacto con el solvente míen--

tras que los grupos i6ni.cos deben estar formando pares i6nicos que de- -

crecen la hi.drofil icidad y neutralizan las cargas favoreciendose con esto 

la solubil izaci6n en lm medio hidrof6bic0. 

La formación de pares i.ónicos se establece entre los grupos cati.6-

nicos de la proteína y les grupos ani6nicos del lfpido, siendo esto cierno§ 

tracio por Higashi, Siewert y Strominger (30), al aislar e identificar de 

Staphylococcus aureus la fosfoqui.nasa isoprenoide, la cual lleva unido -

fi"'memente Ltn fosfolípi.do como cofactor, que no se separa cuando se e~ 

trae con butano\ acfdico; y por Kadenbach (31) al aislar un péptido sin--

tetizado por la mitocondria, el cual es insoluble en agua o acetona y so-
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luble en cloroformo o metanol, además de presentar tres grupos amino 

libres que podrían formar union ióni.ca en un medio lipofn i.co. 

Gitler y IVlontal (32), lograron la extracción de proteolípidos com­

puestos de citocromo C y una mezcla de fosfolfpidos acfdicos utilizando 

como solvente apolar el decano. Los resultados indican que la solubi-­

lización en decano depende del pH y la formación de pares iónicos. 

Recientemente Yonath, Burstein y Blauer (33) report~ron un sis-­

tema proteolipfdico en el cual un detergente sintético reemplazó los fos­

folipidos. El sistema consistió de citocromo C y lecitina, y el deterge!:! 

te que se utilizó fué el dodecilsulfato (SDS), y el solvente utilizado para 

la solubilización de citocromo e-detergente fué el isooctano. 

No hubo requerimientos de alcoholes (29), cationes divalentes (34) 

o el uso de pH bajo (32) para la extracción efectiva en la fase orgálica. 

Dada la importancia del ADP en los procesos biológicos, el desco­

nocimiento de las características moleculares de su acarreador y la - -

innovación hecha por Gitrer y N\ontal (32), Yonath, Bursteln y Blauer (33) 

en la extracción de l ipoprotefnas y proteínas, la presente tesis se enfoca 

hacia el aislamiento de moléculas de membranas mitocondriales, con cª 

pacidad para fi111r r.i.DP. Si considerarnos que estas moléculas membra­

nales son de naturaleza protéica, existirá la posibilidad de formación de 

pares iónicos con el ADP de la misma manera que lo hacen los fosfolfpi­

dos o el detergente ani6nico con el citocromo C. 
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Las regiones apolares liofntcas de las proteínas estarán en con­

tacto con el isobutanol, en tanto que los grupos tónicos formarán pares 

iónicos y de esta manera se efectuará la solubiliiación. 

El aislamiento de proteínas o lipoproteínas de membrana, con o 

sin actividad para el transporte, y su caracterización son sin duda al-­

guna una contribución al estudio dP. la membrana, ya que posiblemente 

existe una analogía entre los problemas de estructura de membranas y 

la estructura de proteínas. 

II. MATERIALES Y METODOS. 

Se obtuvieron las mitocondrias de hígado de rata por el método 

de Schneider y Hogeboom (35), en sacarosa 0.25 M y EDTA 0.001 M -

ajustadas a pH 7. 3 con Tris. Después de la segunda centrifugación a -

10,000 r.p.m. en una centrífuga Sorvall (mod. RC2-B), se lava!'on -­

dos veces, se resuspendió el paquete en sacarosa 0.25 M y EDTA - -

0.001 M pH 7 .3 y se ajustó la proteína a 15 mg/ml. por lectura de ab­

sorbancia a 215 y 225 nm. (36), en un espectrofotómetro Zeis (mod. -

PMQ II). Al volumen obtenido después de ajustar a 15 mg/ml., se le 

agregó un volumen igual de agua bidestilada y O. 4 ml. de desoxicola-

to de sodio (DOC) a una concentración de 50 mg ./ml., por cada 12 ml. 

para solubil izar las proternas de las membranas mitocondriales. Se 

incubaron las mitocondrias durante 1 O minutos a 25ºC con agitación --
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constante para una mayor solubilización. 

Para sedimentar los fragmentos de membrana no solubil izados, 

la solución se centrifugó a 30,000 r.p.m. en una centrífuga Spinco (mod. 

L) con el rotor# 40. El sedimento fué eliminado, y por cada 40 ml. de 

sobrenadante (proteínas mitocondriales solubles), se agregaron 140 ml. 

de sacarosa O. 25 M y EDTA O. 001 M ajustada a pH 7. 3, 40 ml . de agua 

bidestilada, 2 ml.de ADP 0.0047 M, 0.3 ml. de ADP14c (87,000 c.p.m.) 

y 200 ml. de isobutanol. Se agitó la mezcla durante 5 minutos a 25ºC y 

se centrifugó a 10,000 r.p.m. 

El objeto del procedimiento anterior fué incorporar ADP a las mi:-~ 

léculas de proteína solubilizadas con desoxicolato, con capacidad para -­

fijarlo y solubilizar las proteínas-ADP en el isobutanol. 

De la fase isobutanólica (fase super~;ir) se tomaron muestras de -

O. 2 ml., las cuales fueron colocadas en planchetas de aluminio, evapo­

radas bajo una lámpara de rayos infrarrojos y contadas en el contador -

de radioactividad Chicago (mod. IBIB). 

El contenido de proteínas en la fase isobutanólica se cuantificó por 

el método de Lowry (37), para esto el isobutanol fué evaporado previa-­

mente con aire corriente y redisuelto en 1 O ml. de isobutanol, y de esta 

solución se cuantificó 1 ml. 

Tratando de evitar la solubilización de las proteínas de membrana 

mitocondrial con el detergente DOC, se utilizaron polvos acet6nicos (mj 
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tocondrias delipidadas con solventes orgánicos que conservan un alto 

porcentaje de protefnas) mantenidos en congelaci6n a o0 c durante apro­

ximadamente 6 meses • 

Se obtuvieron los polvos acetóni.cos de mitocondrias de hfgado de 

rata, de acuerdo al procedimiento descrito por Lardy y \f\'ellman (36), 

excepto que el paquete de mitocondrias se homogeni.zó con acetona y se 

fi!tr6 en un buchner para luego ser lavado con butano!, acetona y éter 

dietfi.ico. 

La extracci6n en i.sobutanol de las protefnas y protefnas-ADP de 

los polvos acet6ni.cos se hizo de la siguiente manera: 

A cada tubo con 50 mg. de polvos acet6nicos, se le agregó una -

concentraci6n éreciente (23 .4 - 2000 nano moles) de ADP en solución 

acuosa, se complement6 el volumen a 1 ml. con agua bidestilada y se 

agregaron 20 ul. de ADP 14c (4625 e .p.m.); inmediatamente se agreg5! 

ron 5 ml. de. isobutanol a cada tubo, se agitaron 1 min. en el vortex y 

se cent1~ifugaron a 3000 r. p.m. para separaci6n de las dos fases. 

La cantidad de nanomoles de ADP en la fase isobutan6lica se de­

terminó por conteo de ADP
14c, tomando muestras de 0.2 ml. del iso­

butanol, evaporándolas y contada la radioactividad en el contador Geiger 

Chicago (mod. 18!8). El resto del isobutanol de cada tubo fué evapora·· 

do con corriente de aire para hacer la determinación de protefnas con 

el método anteriormente señalado. 
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Para separar las proteínas solubles en el isobutanol, se utiliz6 

la electroforesis en geles de acrilamida siguiendo el método de Weber 

y Osborn (39). 

Como una técnica auxiliar para la identificaci6n de péptidos en la 

fase isobutan6lica, se hicieron varios corrimientos electrofot--éticos en 

papel. Las fases acuosa e isobutanólica de un extracto preparado con 

200 mg. de polvos acetónicos, 936 nmoles de ADP, 4 ml. de agua y 20 

ml. de isobutanol, se evaporaron con corriente de aire, se resuspen-­

dieron en 0.5 ml. de agua e isobutanol respectivamente y se aplicaron 

sobre papel Whattman # 1. Los corrimientos electroforéticos se efec­

tuaron a 300 voltios, 25 mA. durante 45 minutos; en lugar de buffer se 

utll iz6 una solución de ácido fórmico al 8%. 

Otro método empleado para la separación de especies moleculares 

solubles en isobutanol, fué la cromatografía en capa fina en placas de gel 

de sflice (Merck). Se L1tiliz6 como solvente isobutano1-f6rmico-agua 

70: 9: 21, se corrieron las muestras durante 14 horas y se revelaron 

los péptidos o aminoácidos con ninhidrina O. 2% en acetona (40). 

Para determinar la presencia de uniones peptrdicas en la fase isob!,! 

tan61i.ca, se efectuaron varias hidrólisis con HCl 6N durante 72 horas se­

g6n 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 51 di fosfato (sal de sodio)--------Sigma. 

Adenosin 8-C 14 5' difosfato (sal de amonio)------- Amersham Searle 

Alcohol isobutflico ------- Mallinckrott. 
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Procedimiento para solubilizar proteínas en isobutanol y cuantifi-

car la fijaci6n de ADP por moléculas solubles en isobutanol. 

50 mg. de polvos acet6nicos 

~ 
Agregar ADP en soluci6n acuosa 

e 23 - 1000 n moles) 

Agregar 20 J de ADP 1 4 C ( 4625 cpm. ) 

Ajustar el votumen al ml. con agua bidestilada. 

~ 
Agitar en vo1ex 1 mln. 

Agregar 5 ml' de lsobutanol 

.,, Agitar en Vorex 30 segundos 

~ar¡ •ooo r.p.m. 

Fase acuosa Fase isobutan6lica (superior) 

~~ 
Extraer 1 o 2 ml. Extraer 0.2 ml. 

y pasarlos a un tubo y pasarlos a una 

de ensayo plancheta. 

i 



Evaporar con corriente de aire 

~ 
Cuantificar proteína 

14 

Evaporar con lámpara de 

infrarrojo 

! 
Contar radioactividad 

i 
Transformar e . p . m. a 'Yo de 
ADP y calcular las nmoles 
de ADP en la fase isobutanó­
l ica. 
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III. RES U L TA DOS 

El presente trabajo tuvo su inicio con varios experimentos para 
~.,,,,· 

incorporar ADP a las proteínas de membranas mitocondriales y solu-

bilizarlas en una fase isobutanólica, ya sea por su naturaleza hidrof6-

bica o por la adquisición de cierta hidrofobi.cidad al formar los pares 

ióni.cos con el ADP. La solubilización de las membranas mitocondri5!: 

les se efectuó utilizando DOC según el método descrito, y los resulta-

dos indicaron que la cantidad total de ADP que se repartía en la fase -

i.sobutanólica representaba el 10-15'% de las nmoles con que se incuba-

ron las mi.tocondrias. 

Es importante señalar que, una vez evaporado el i.sobutanol para 

hacer la determinación de proteína por el método de Lowry, se encon-

tró un grc.n porcentaje de desoxicolato el cual interfirió con la cuanti-

fi.cación. Para el imi.nar este obstáculo, una vez que se obtuvo la fase 

i.sobutanólica, se evaporó con corriente de aire, se redi.solvió en 5 ml. 

de isobutanol y se dializó contra agua durante la noche. Al término de 

la diálisis se obtuvo un precipitado cuya coloración varió de experime!J 

to a expertrnento. Al contenido acuoso de la bolsa de diálisis se le de-

terminó proteína por el método de Lowry, en tanto que el precipitado -

se descartó considerando que se trataba de desoxi.colato ya que el peso 

no correspondió a ta proteín cuantificada previamente, y presentó una 

consistencia de pi.edra. 
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La presencia de proteínas en la fase isobutanóltca se evidenció 

por el reactivo de Lowry y por la absorción a 230 y 280 nm, y para 

separarlas se efectuaron varios corrimientos por electroforesis en 

geles de acrilamida, siendo los resultados negativos, ya que en nin­

g6n gel se detectó alguna banda revelada con azul de Coomassie. 

Estos resultados sugirieron que posiblemente la reacción con el 

reactivo de Lowry y la absorción a 230 y 280 nm era debida a la pre­

sencia de péptidos, así que a una muestra de la fase isobutan61ica se 

probó su sensibilidad a la ninhidrina, y a otra se le hidroli.zó con HCl 

6 N durante 72 horas para cuantificar e 1 incremento en nano moles de 

aminoácidos por ruptura de las uniones peptídicas. (tabla 1 ). 

El hecho de que el desoxicolato se solubi.lizara en isobutanol y 

de que se encontrara ADP, ADP 14c y proteína en la fase isobutanóli­

ca pero no hubiera una relación estequi.ométrica entre protefna y ADP, 

nos hizo suponer que posiblemente el ADP se solubilizaba en isobuta­

nol no por la formación de pares i.6ni.cos con una proteína, si.no que el 

fenómeno era debido a la formación de un complejo detergente-ADP­

péptidos, o detergente-ADP y otro tipo de moléculas. Se evitó entoo 

ces la solubili.zaci6n de las membranas con DOC por utilización de -­

polvos acet6nicos, los cuales son proteínas mitocondriales obtenidas 

por delipidaci6n dC:' mitocondrias de hfgado de rata con varios solven­

tes orgánicos. 

La gráfica 1 indica que la cantidad de ADP acarreada a la fase 



17 

isobutan6lica es casi proporcional al ADP en el medio de incubación y 

el sistema no ha alcanzado la saturación. El valor neto en nmoles de 

ADP que son fijadas o acarreadas se obtuvo por diferencia del experi­

mental y el control. 

La gráfica 2 muestra la cantidad neta de ADr~ que se t1°ansporta 

a la fase isobutanólica y la proteína que cuantificada por el método de 

Lowry se solubil\za en lsobutanol. La cantidad de proteína en el isob!.! 

tanol varfa desde 55 ug en ausencia de ADP hasta 460 ug con 936. 7 

nmoles de ADP . 

. Al parecer, la cantidad de proteína que se registra en isobutanol 

depende de la concentración de ADP en el medio de incubación, y para 

cada punto en ta curva el valor neto de proteína soluble en isobutanol -

(proteína acarreada) se obtiene restando 55ug que corresponden a la -­

cantidad de proteína hidrofóbica o soluble en isobutanol no inducida por 

ADP. 

La gráfica 3 muestra la solubilización de proteína y el transparte 

de ADP a la fase isobutanótica por variación de ADP en el medio de in­

cubación. La cantidad de ADP en el medio de incubación se incrementó 

hasta 2341 nmoles. 

,_os datos indican que posiblemente existen dos sitios de satura--­

ci6n, uno localizado en el rango de 900-1400 nmoles de ADP en el me-­

dio, y otro 8ntre 1800 y 2400 nmoles. El primer sitio se satura con --
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500-600 nmoles de ADP y el segundo con 800-1000 nmoles. 

La cantidad de proteína "acarreada" al isobutanol se correlacio­

na sólo en algunos puntos con la cantidad de ADP en el isobutanol, su­

giriendo que no sólo existe formación de pares tónicos sino además -­

otro tipo de unión u otro tipo de moléculas con capacidad para acarrear 

ADP. 

Dado que no se ·encontró una saturaci.ón del sistema (gráficas 1, 

2, 3) en el rango de 100 nrnoles como indica Klingenberg (5), se trató 

de obtener una curva que reflejara la saturación con ADF', no por cuao 

tificaci6n de ADP en la fase isobutanólica, si.no por fijación de /-".DP a 

los polvos acet6nicos en fase acuosa. Se procedió seg(1n el rnétodo, -

excepto que antes de agregar el isobutanol, se centrifugó la solución y 

se cuantificó el ADP en la fase acuosa. La disminución de radioacti­

vidad en la fase acuosa fué el índice de uni.6n a los polvos acet6nicos. 

La gráfica 4 muestra la incorporación de ADP a los polvos acet6nicos 

y los datos muestran que alrededor del 10% de ADP en el rnedio acuo­

so es incorporado sin dar indicio de saturación. 

Ya que no se encontró una relación estequiométrica entre la pr2 

tefna y ADP cuantificados en isobutanol, se pensó que la solubilizaci6n 

de ADP en isobutanol era ocasionada por una alterac16n en el coeficie!J 

te de partición de ADP por efecto del pH al incrementar la concentra-­

ci6n de ADP, y la protefna era solubilizada por la interacción con el -

ADP o el efecto del pH, asf que se efectuó un experimento en el cual -
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a cada tubo con 50 mg. de polvos acet6nicos se le agreg6 234 nmoles 

de ADP, 20 ul. de ADP14c (7400 c.p.m.)y se completó el volumen 

a 1 ml. con buffer de citratos O. 2 M a pH 3, 4, 5, 6 y buffer de carbo­

natos O. 2 M pH 9, 1 O y 1 o . 7 según el pH deseado para cada tubo. -­

Después de ta adición del buffer se agregaron 5 ml. de isobutanol y 

se procedió conforme el método citado. 

La gráfica 5 muestra ta variaci6n de la sotubilización de pro-­

terna y el transporte de ADP a la fase isobutanólica por efecto del pH. 

Se observa que a pH bajo se favorece la solubilización de proteína en 

el isobutanol, pero la cantidad de ADP transportada prácticamente no 

es alterada. Estos resultados sugieren que et transporte de ADP al 

isobutanol se efectCia sin dependencia del pH, y es transportado por 

otras especies moleculares no cuantificadas por el momento. 

Separación de componentes protéicos solubles en isobutanol. 

La figura 1 muestra un corrimiento electroforético en papel, de 

las fases acuosa e isobutanólica de los ¡:}olvos acetónicos. 

La idea de este corrimiento fué básicamente efectuada para se­

parar las diferentes especies moleculares de ambas fases, ya que tos 

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 isobutan6tica. 

La figura 2 muestra un cromatograma hecho en placas de gel -
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de sfilce (Merck), para la separación de especies moleculares de las 

fases acuosa e isobutan6lica. La fase acuosa presenta 7 componentes 

positivos a ninhidrina, la fase isobutan6lica presenta 5. Dos de los -

componentes de la fase lsobutan61ica presentan una migración cercana 

a la de glicil-glicina, indicando esto que se trata de péptidos. 

Los corrimientos electroforHicci's son bastante reproducibles, -

en tanto que la cromatografía en capa delgada en plac~s de gel de sfii­

ce s61o se efectu6 una vez, siendo indispensable comprobar la repro-­

ducibilidad, además de la detección de la migraci6n del ADP. 
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Gráfica 1 
Transporte de ADP a la fase isobutanól ica en presencia y 

ausencia de protefnas mífocondriales con relación a la canti­
dad de ADP en el medio de incubación. (Condiciones según -­
el método descrito. 
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Gráfica 2 
Efecto de la conc.:entraci6n de ADP en el medio de incubación 

sobre la solubilización de proteínas de polvos acetónicos a una 
fase hidrofóbica. (Condiciones conforme el método descrito). 
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Gráfica 3 
Efecto de la concentración de ADP agregado a proteínas 

de polvos acetónico:..; sobre la solubil ización de éstas y --­
transporte de AD/::> a la fase isobutan6lica. (Condiciones -­
conforme el método descrito). 
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Grafica 4 

Fijación de ADP a los polvos acet6nicos en fase acuosa, 
por incremento en la concentración de ADP. (COndiciones­
según metodo descrito). 
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Gráfica 5 

Efecto del pH sobre la solubilizaci6n de protefnas 
y transporte de ADP a la fase isobutan61ica. (Condi­
ciones según método descrito). 
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Figura 1 

Corrimiento electroforético de las fases acuosa e isobutanólica. 
Sistema: ácido 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 isobutan61ica 

contra un standard de aminoácidos y glicil-glicina. 
Sistema: isobutanol-f6rmico-agua (70:9:21). 
Base: cromatoplacas de gel de sflice (merck). 
Tiempo: 1 O horas 
Revelador: ninhidrina o. 2% en acetona. 
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N. DISCUSION 

Los resultados de esta serie de experimentos preliminares in­

dican que: 

La solubfüzación de proteínas o péptidos mitocondriales se - -

efectCía por una interacción con el ADP en el medio de incubación, sin 

embargo dicha interacción no se lleva a cabo por formación de pares 

iónicos como Gitler y Montal (32) y Yonath, Burstein y Blauer (33) -­

propusieron para la interacción entre el citocromo e y fosfolfpidos o 

detergentes aniónicos, ya que no se observa una relación estequiomé­

trica entre el ADP y proteína cuantificada en el isobutanol; además, -

tanto el ADP como la proteína muestran un comportamiento diferente 

en relación al pH, puesto que la solubilidad de la proteína si es afec­

tada, pero el transporte del ADP de la fase acuosa a la fase isobuta­

nólica no es modificado. 

Aunque no hay una relación estequiométrica entre la proteína -

(de polvos acet6nicos) y el ADP transportado a la fase isobutanólica, 

se observa que el transporte de ADP a dicha fase es del orden de 400 

nmoles de ADP/500-900 ug de proteína, y 800-900 nmoles de ADP -­

por 850-250 ug de proteína, lo cual no corresponde a los sitios de s~ 

tu ración del acarreador planteado por Kl ingenbe rg (5 ), el cual da un 

valor de 1 nmol/mg. de proteína. Esto plantea la posibilidad de que 
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además de la interacción de moléculas de protefnas o péptidos mitocon­

driales con el ADP, se encuentren otras especies moleculares de natu­

raleza lipfdica (no cuantificadas hasta el momento) que sr interactóan -

formando pares iónicos. 

La separación de los componentes solubles en la fase isobutanólica 

(por cromatografía y electroforesis en papel), muestra cuatro especies 

moleculares distintas, pero desconocemos si inicialmente eran hidrofó­

bicas, o si ellas adquirieron cierta hidrofobicidad por interactuar con el 

ADP. La actividad de estas moléculas para fijar ADP, será determina­

da en los próximos experimentos, además estudiaremos (por cromato--­

graffa en capa delgada) todas las especies moleculares que se sollJbi.lizan 

en el isobutanol al variar la concentración del ADP en el medio de incu-­

bación. 

Comparando el sistema de polvos acet6nicos y el sistema de mito­

condrias de hígado de rata, solubilizadas con DOC, con respecto a la sg 

lubilización de proteínas y transporte de ADP a la fase isobutanóli.ca, -­

encontramos que el sistema de polvos acetónicos presenta mayor eficie!:! 

cía en el transporte de ADP y solubili.zación de proteínas a la fase iso­

butanólica (35-68% de ADP por 220-900 ug de proteína), que las mitocon 

drias solubilizadas con DOC (15-20% de ADP/72-245 ug de proteína); -­

esto lo podemos atribuir a la interacción del detergente (DOC) con las -

moléculas transportadoras de ADP de igual forma que la interacción ci-
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tocromo C y SOS como lo ha demostrado Yonath et al (33), o a una 

alteración de la conformaci6n y actividad de las moléculas que fijan 

y transportan el nucle6tido (19). 

Los datos obtenidos de nuestros experimentos con el sistema 

de polvos acet6nicos, referentes a la inhibici6n de la fijaci6n y tran2 

porte de ADP por efecto del atractil6sido, no están aún comprobados 

pero sugieren que en el sistema de polvos acet6nicos no está activa-

mente presente el acarreador, puesto que no se ha obtenido inhibi--

ci6n en el transporte d.e ADP a la fase isobutan6lica; no obstante ql1e 

se han utilizado 1 000 nmoles de at;-acti 16sido, considerando con esto 

un factor de exceso, ya que nuestro sistema presenta un sitio de sa-

turaci6n con ADP del orden de 400 nmoles, y Vignais (4) encontró -­

/que 1 mol de atracti16sido desplaza O. 5-1 . O moles de ADP. 

El .hecho de que en el sistema de polvos acet6nicos hasta el -

momento no se haya identificado la molécula que transporta ADP, -

puede deberse a que las diferentes especies moleculares que los con~ 

tituyen sufren cambios por efecto de temperatura o degradación; y 

una forma de evitar estos factores nocivos es la utilización de polvos 

acet6nicos frescos . 

La información obtenida hasta el momento con estos experime!:} 

tos preliminares, se ampliará sin duda con la util izaci6n de nuevas -

técnicas de separación de moléculas como son la cromatografía por 

afinidad o la filtración molecular en resinas con caracter hidrof6bico. 
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