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RESUKEN 

El complejo II mitocondrial (succinato-coenzima Q 6xido
reductasa) es un componente del ciclo de Krebs y de la cadena 
respiratoria de procariontes y eucariontes y es la única proteina 
de este ciclo que se encuentra ernbebida en la r.icrnbrana interna 
mitocondrial. Su funci6n es oxidar al succinato y generar 
equivalentes reductores en forma de FAOH2 que son donados hasta 
la poza de ubiquinona de la cadena respiratoria. 

El complejo está constituido por una flavoproteina hidrofilica 
(succinato deshidrogenasa) y dos péptidos hidrof6bicos. La 
succinato deshidrogenasa cuenta con dos subunidades, una de 
tamal'lo tnayor que contiene un FAO, 4 átomos de Fe y 4 de azufre 
lábiles al ácido y que presenta un peso molecular en geles de 
poliacrllamida en presencia de SOS de 70 koa. La subunidad 
pequen.a contiene 9 átomos de Fe y 10 de azufre también lábiles al 
ácido, agrupados en 3 centros Fe-s y su peso rnolecular es de 27 
kDa. Los dos péptidos hidrof6bicos presentan pesos moleculares de 
15. 5 y 13. 5 kDa y su función se plantea cooo la de anclar a la 
succinato deshidrogenasa a la membrana, asi como la de 
proporcionar equivalentes reductores a la poza de quinona. 

Varias de las técnicas de purificaci6n del complejo II 
reportadas en la literatura emplean solventes orgánicos. En el 
presente trabajo se encontró que este paso es irrcproducible, ya 
que el rendimiento de la purificaci6n es muy bajo y la pérdida de 
la actividad del complejo en algunos casos es total. Por lo 
anterior, se llevaron a cabo una serie de modificaciones a las 
técnicas de purificaci6n reportadas, omitiendo el uso de dichos 
solventes, lo que condujo a la obtención de un complejo 11 con un 
grado de pureza muy alto (evidenciablc por el patr6n 
electroforético en geles de poliacrilarnida-sos y por el espectro 
de absorción) y valores de actividad (38 µmolas DCIP rcd/min/mg 
prot) comparables con los mas altos reportados en la literatura 
del campo. 

El complejo aislado por esta técnica permitl6 tambi6n la 
reconstitución de una parte del transporte de electrones llevada 
a cabo desde el succinato hasta el citocrorno e soluble, a través 
de los complejos respiratorios 11 y IlI mitocondriales 
incorporados en liposomas; lo que abre la posiblilidad de llevar 
a cabo la reconstitución del transporte de electrones a través de 
algunos segmentos de la cadena respiratoria y de poder rocdir el 
bombeo de protones llevado a cabo por éstos. 



lHTROOUCCIOH 

Todos los organisrios requíeren energ1a para su crecimiento, 

reproducci6n y rianutenci6n. Los sustratos primarios 

practicamente todas las for:rnas de vida son los carbohidratos y 

uno de los principales r:.ecanis.:ios de extracción de enerc¡1a de 

estos coobustibles es a tt""avés de los procesos de la respiración 

aerobia (Avers, 1986). 

En las células procari6nticas la eieebrana plasr..Atica lleva la 

responsabilidad de la conservación de la ener91a química, 

mientras que en las células eucarí6nticas estas funciones se 

llevan a cabo en un orgánulo especializado llar.iado mitocondrla 

(Karp, 19B4). 

t. L•a mitocondri&s: orglnulos especialh:ados en la obtención y 

conservación de la energia. 

Las mitocondrias son orqánulo<J: especializados de forma esférica 

u ovoide con dir.iensiones de aproximadamente 1 a 2 J.m de larqo y 

O- 5 a l )lm de ancho, cuyas funciones son la conservación de la 

energ!a !ornada oxidativarnente y su posterior utilhación en la 

si.ntesis de ATP. Est.!n constituidas por dos ~cr.ibranas: una 

externa 1 ir.ii tante con el ci toplasr::ia y una interna (Tz.agolof f, 

1982). La membrana externa es lisa e ininterrur.ipida, r.iientras que 

la interna se invagina a lo larqo de su superficie. Estas 

invaginaciones llar.ladas crestas son una caractet"!stica que 

identifica a las ni tocondr L1s al obsl!rvarlas en el microscopio 

electrónico. Esta forna de la ;";embrana t>s un recurso que perr:i.itc 

ta inserción de r:iuchas da las enzimas respiratoria:; y por lo 



tanto incret:lenta la eficiencia cetab6lica en un espacio reducido 

(Avers, 19861. 

1'.lqunas de las actividades de la ::i.itocondria se llevan a cabo 

en las ne~branas, debido a que en ellas se encuentran integradas 

las prote1nas que las realizan. Las :::e::.branas de la r.itocondria 

dividen el orgánulo en dos conpartir.:ientos principales, uno en el 

centro de la mitocondria y el otro entre las t::e~branas interna y 

externa. El espacio central se denonina r:iatriz y tiene 

consistencia gelatinosa debido a que está constituida por una 

alta concentración de prote1nas solubles. ñde:':lás de algunas 

enzimas, la r:.at.riz eitocondrial contiene ribosor.:as (de i::.enor 

taeaflo que los encontrados en el citoplas!!!a} y hebras circulares 

de ADH. 

El espacio intert:1e?:1branal está representado por dos 

co::ipartiriientos continuos, uno localizado dentro de los 

plcqa::i.ientos de las crestas y el otro entre la rier.brana interna 

y la externa en la periferia del orgánulo. 

Las propiedades de las r.:ee.branas son nuy diferentes aún cuando 

aparecen si::iilares en t:iicroscop1a electrónica. La cembrana 

externa está co::ipuesta de aproxit":adar:ente un 50\ de Upidos que 

incluyen al colesterol que encuentra r.iuy altas 

concentraciones, adet:As de una r.iezcla de enzir.ias que intervienen 

en diversas actividades, tales cono la oxidación de epinefrina, 

la degradación de triptotano y el alargamiento de los .!cidos 

grasos. 

La necbrana interna tiene una relación ltpido/prote1na alta 

{aproxiea::ia:'.'lente 4: 1 por peso, lo que corresponde a l J:",olécula de 

prote1na por cada lS de fosfol1pido). Se han encontrado 



aproxi:ladacente 60 prote1nas diferentes dentro de la compleja 

estructura de esta :=ecbrana, En ésta, prAct.icacient.e no 

encuentra colesterol, nientras que la fosfatidil-colina y la 

fosfatidil-étanol-a:iina se encuentran aproxir:ada::iente en el mismo 

porcentaje (40\). La distribución de estos dos 0.ltimos 

componentes es asi:1étrica, ya que la fosfatidil-etanol-acina se 

encuentra predo::inante~ente en la parte de la bicapa lip1dica 

expuesta hacia la =.atriz:, ::1ient.ras que la fosfatidil-colina se 

localiz.a en la parte expuesta hacia el lado citopU.smico. Por 

otro lado, la cardiolipina esti! asociad.a 1ntit1a::ier.te con algunas 

de las prote1nas integrales y aparente::ente se requiere para su 

actividad, su distribución se centra hacia el lado de la J:tatriz 

J:titocondrial (Capaldi, 1982). 

En relaci6n a la peri:eabilidad, la ce:::.brana externa es 

prActicaoente pen::eable, per::ite el paso hacia el espacio 

intercembranal de noléculas de hasta 10 >:Da. La :e~brana interna 

en contrast.e, es t'il.U)' h!:per:"!eable y solo pen::::.ite el paso de 

t:i.oléculas cuy pequei'1as y sin carga. Las coléculas :as grandes y 

los iones, requieren de siste::as especiales de transporte para 

entrar a la ciatriz. 

Coeo la part.e principal de la ::e~brana interna integra las 

crestas ::iitocondriales, es de esperarse que en células cuy 

activas, se presente una proporción :=:ayor de invaginaciones, como 

es el caso del ::ús:::ulc card!.3.:::o. 

La ~itcccndria t.iene por st ::üs:ia :iaterial genético y la 

capacidad de producir ;._¡u: ade::..!s de sintetizar algunas de sus 

propias pr-ote1nas {Karp, 1984). 



II. La •xtracci6n de enerqi• de la• auatancia• d• reaerva. 

La energla necesaria para las células se deriva de las 

substancias de reserva. Algunas de estas reacciones que 

transforman sustratos componentes utilizables, son 

dependientes de oxigeno (aerobias} pero otras son anaer6bicas y 

pueden ocurrir en presencia o ausencia de oxigeno. 

La obtención de energia en las células, se lleva a cabo 

mediante dos procesos principales. Uno de ellos es el denominado 

gluc6lisis que incluye transfon:aciones quimicas de substancias 

solubles en el citosol realizadas por enzimas solubles, en esta 

etapa no participan las membranas ni se forman gradientes. El 

otro proceso lo realizan las mitocondrias, que utilizan 

gradientes electroqultiicos a través de la membrana co:io fuente 

para la sintesis de ATP (fosforilaci6n oxidativa), 

III. La Reapiración Aerobia: uno de lo• aecaniaaoa aa11 •fici•nt•• 

de obtención de enerqia en laa c•lulaa. 

En la respiración aerobia, que ocurre en la :iembrana interna y 

la matriz de las mitocondrias de los eucariontes, los 

productos de la gluc6lisis se oxidan completamente hasta co 2 y 

aqua. La energla de estos sustratos se incorpora finalmente al 

ATP, en reacciones acopladas al transporte de electrones a través 

de acarreadores oxidorreductores hacia el oxigeno molecular. 

Las reacciones anteriores se realizan mediante procesos muy 

Col!lplejos que involucran varios pasos pero pueden agruparse en 4 

grandes grupos de reacciones: 

l. F'raccionatiiento de las ciacro:ioléculas en unidades ~As peque/las 

(protelnas en aciinoAcidos, polisacáridos en azllcares simples y 



qrasas en glicerol y á.cidos qrasos}. 

2. Oxidaci6n de piruvato en forna de Acetil CoA a co2 asociado a 

la reducci6n de acarreadores de electrones (NAO+ y FAO a tlADH y 

FAOH2). Estas reacciones ocurren en la ~atriz o en protelnas 

embebidas en la ti.embrana expuestas hacia la matriz. 

l. Transferencia de electrones del NADH y FADH2 al oxigeno, Estas 

reacciones ocurren a través de complejos proteicos asociados a la 

membrana interna y est!in acopladas a la 9eneraci6n de un 

gradiente electroqutuico de protones a través de dicha l!l.etnbrana.. 

4. Síntesis de ATP. 

Cada uno de los dos ültimos grupos de reacciones 

interrelacionadas, incluye prote1nas con r.iúltiples subunidades 

con orientación asimétrica en la tnembrana interna. La fiqura 1 

resume la secuencia anterior. 

1. Gluc6liai•. 

Comprende una secuencia de reacciones que transforman a la 

glucosa en piruvato con la generación de 2 moléculas de. ATP. La 

reacci6n general de este proceso es la siguiente: 

Glucosa+2P1+2ADP 4 2tlAD ... ---> 2Piruvato+2ATP+2HAOH+;rn+ +2H2º· 

Una: vez: formado el piruvato, sufre descarboxilaclones 

ox:J.dativas catalhadas por el co~plejo piruvato deshidroqenasa 

que da lugar a la Acetil CoA cediante la reacción general: 

Pirtlvato + NADH + COA ___ .. :> Acetil CoA + COz. 

2. ciclo de lr•b• (CI). 

Este ciclo se inicia con la condensación de la Acetil CoA con 

oxalacetato que genera citrato, el cuá.l es metabolizado a través 

de S reacciones de oxidación y descarboxilación para regenerar al 
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Figura 1. El proceso de la extracción de energía de las 
sustancias de reserva se reali~a en varias etapas: I) 
fraccionamiento en unidades ca.s sencillas, 11) oxidación completa 
de estas unidades hasta co 2 en el ciclo de Krebs con la 
formación de equivalentes reductores (HAOH y FADH 2 ), lit) 
transferencia de electrones desde los equivalentes reductores 
hasta el oxigeno ~olecular a través de los componentes de la 
cadena respiratoria y IV) s1ntesis de ATP (Avers, 1982). 



oxa lacetato. Estas reacciones estAn acopladas a la reducci6n de 

NAO+ a NAOH (en las reacciones de oxidaci6n de piruvato, 

isocitrato,-cetoglutarato 'l calato), as! cor:io a la de FAO hacia 

FADH 2 durante la oxidación del succinato realizada por la 

succinato deshidroqenasa (Preeble, 1961). 

con excepci6n de la succinato deshidroqenasa, todas las enz iClas 

del CK se encuentran libres en la catriz mitocondrial. La 

succinato deshidrogenasa se encuentra unida a la cec.brana interna 

tllitocondrial y es la O.nica enzina que participa tanto en el CK 

co~o en la cadena respiratoria (Whittaker y Danks, 1976). La 

figura 2 resui:;e esta v1a ~etabólica. 

3. Cadena R•apiratoria. 

La cadena respiratoria es una secuencia de reacciones 

responsables de la transferencia de electrones desde los 

substratos hasta el cx1geno colecular que generan un gradiente de 

protones suficiente para la slntesis de ATP. En los organismos 

eucariontes este proceso se lleva a cabo por cocplejos 

oligo~éricos localizados en la mecbrana interna c.itocondrial, los 

cutt les tienen grupos prostéticos capaces de llevar a cabo la 

oxidación o reducción por adición o elicinación de electrones o 

Atamos de hidr6geno. Los electrones son proporcionados a la 

cadena por equivalentes t"eductores generados durante el CK y que 

entran a diferentes niveles de ésta, segUn su potencial redox, 

que se inicia con substratos de potencial i::.uy negativo (Complejo 

I aproxi:i.adacente -350 n.\' de En) hasta llegar al oxigeno con +800 

c.v. (Preeble, 1981; Slo:ulachev, 1988; Whit.taker y Oanks 1978). La 

figura 3 ::uestra los valores oedios de potencial rcdox para cada 

Col!lplejo citocondrial. 
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Figura J. Potencial redox i:iedio de los principales componentes de 
la cadena respiratoria (Hicholls, 1982). 

La cadena respiratoria se realiza en varias etapas llevadas a 

cabo por 4 complejos transportadores de electrones {Hicholls, 

1982): 

l. HA.OH Ubiquinona reductasa (Complejo 1) 

2. Succinato-Ubiquinona reductasa (Complejo lt) 

), Ubiquinol-citocror.:o e reductasa {Cor.:plejo Ill) y 

4. Citocror.io e oxidasa (Complejo l\'). 

La figura 4 muestra la disposición en la net:tbrana de los 

complejos que participan en la cadena respiratoria. 

10 
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Figura .; . Disposición en la 1:1e1:1brana interna mitocondrial de los 
complejos que participan en el transporte de electrones 
mitocondrial (Conzále2--Halphen, 1990). 

11 



La HADH-Ubiquinona reductasa (Complejo IJ lleva a cabo la 

oxidaci6n del HAOH proveniente del CK, los dos electrone• 

aceptado• por el grupo FMN de la enziaa, aon tranaterido• hacb 

la ubiquinona, que ea el 11nico componente de la cadena qua no •• 

encuentra covalentemente unido a otra protelna y tunciona COltO 

acarreador a6vil de electrones entre las tlavoprote1naa y loa 

citocroaoa. 

El FADH2 generado durante el CK, también reduce a la ubiquinona 

a travla del complejo II (Succinato-ubiquinona 6xido-reductaaa} 

que participa en ambas rutas. 

Una vez reducida la quinona 1 tanto por el complejo I como por 

el II, lata transtiere sus electrones hacia los citocromos b y c 1 

del complejo III mitocondrial. El citocromo c transtiere los 

electrones desde el citocromo c 1 hasta los citocromos a y a 3 de 

la citocromo c oxidasa (Complejo IV) y éstos t'inal11ente aon 

aceptados por el oxlqeno molecular (Stryer, 1975; Hicholls, 1982; 

Preeble, 1981), La t'ic¡ura 5 resume este proceso. 

t. 11Dteeie de ATP, 

El proceso de transporte de electrones desde el NAOH hasta el 

oxigeno molecular, est.! acoplado a la translocaci6n de protonaa 

desda la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal de 

las aitocondrias. Esta translocaci6n se lleva a cabo por trea da 

los complejos respiratorios ( I, III y IV) que son por tanto 

sitios generadores de f4iu+ (Hitchell, 1975). 

12 
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Figura s. Representación esquemática de la cadena transportadora 
de electrones tiitocondrial (Kennavay, 1988). 
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El gradiente de protones generado en cada sitio por el flujo de 

1 par de electrones desde el NADH es utilizado por la ATP sintasa 

en la qeneraci6n de una r:iolécula de ATP. {Nicholls, 1982; 

Skulachev, 1988). La tabla 1 resune las caracter ist icas de cada 

uno de los complejos transportadores de electrones, asi como de 

la ATP sintasa, de la ubiquinona y del citocrooo c. 

La respiraci6n y la fosforilaci6n son dos procesos que se 

relacionan intimamente en la mitocondria, por lo que a 

conjunto se le conoce como fosforilaci6n oxidativa. 

IV. Inhibición del transporte de electrones y de la sintesis de 

ATP. 

Tanto la cadena respiratoria coco la sintesis de ATP pueden ser 

inhibidos por compuestos especificas clasificados en tres grupos, 

seg\ln el efecto que tengan sobre estos procesos: 

1. Inhibidores de la cadena: que detienen las reacciones redox 

que generan el potencial {fosforilaci6n oxidativa) {amital, 

rotenona, antimicina, azida de sodio, cianuro de sodio y mon6xido 

de carbono). 

2. Oesacoplantes: que inhiben la fosforilaci6n y estimulan la 

respiraci6n. Como su nombre lo indica, desacoplan el proceso 

respiratorio de la sintesis de ATP {CCCP). 

J, Oligo:oicina: que inhibe la fosforilaci6n y la respiración en 

mitocondrias acopladas, la adici6n de desacoplantes libera la 

respiraci6n. Dicho agente qu1mico inhibe directamente a la ATP 

sintasa. 

14 



Tabla 1. componentes del transporte de electrones en la membrana 
interna mitocondrial (González-Halphen, 1990) • 

111• ffUJl«•l1r Conttnlrorn:in 
¡o; •• ~., ... ,. "'' "'º"'*'"' (D•J n111ol 1111 "'"' 
Complejo 1 
J;omplejo 11 

Complejo 111 

Complejo I\' 

i'TP 1in1an 

klbiquinona 
ilocromo e 

700,000 0.06--0.13 
200,000 0.19 

2b0,000 0.2b-O.b3 

20~.000 0.6-1.00 

bb0,000 O.b2·0.54 

860 6-8 
12.000 0.6· l.01 

Coc/1t1f'Tlh dr d1Jiu1dn 
• JolrTOI (rm' ,-I J 

J./oltri./11> I•'' 
1111mL,uuo"''"'10 

4 )( 10-10 
4 X 10-IO 

4..t X 10-tO 

3.7 )( 10-10 

3 )( 10- 9 

1.9. 10- • 

1.960 
3,781 
b,l<J 

17,089 

119.763 
17.069 

Suf.1.,udollu , ... ,,. .... 

10 

10 

14 

FMN, rc-5 
FAD, 
fiemo b~ )' 
cenlror. f'e·S 
hemo e¡, 
hcmo b)61, 
btmo b~ y 
celllro fl..s 
l1rmo" aa1. 
Cu a y CU il 

ildl'llÍll 

nuct1.0tiJ01' 
M~·+ 

(11,·1111,0111 dt roluwntf 
(c1•/111 .. 111- 1 rm-)} 

!J.01 )( 1011 

2.01 x 1011 

2.02); 101' 

J.19 )( 10" 
4.15 )( 1014 

D•IDI lt'ropLl~ca ~' C.1"1LJ1) rol(Jhl\¡ Sctioh1 ll'l!L~J\ ll••l~ntirno) ;14 11.,..,,, 
• St lt'ÍttlC • bl Juhuru~de. lk "°&rn nucluf ~ ir111 .;..n.Jri.I fl"lpt.·tr.,.inotfltr 

'------------------------···--· ·--
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v. La succinato O.•bid.r09enasa y el Coaplejo II Kitocon4rial. 

El co:plejo II (succinato-coenzi:c:a Q oxido-reductasa) e& un 

componente del ciclo de los 6.cidos tricarbox1licos y de la cadena 

respiratoria tant.o de procariontes coco de eucariontes. El 

conplejo se encuentra asociado a la i:enbrana interna de la 

mitocondria y es la O:nica prot.e1na del ciclo de los A.cides 

tricarboxilicos que tiene esta caract.er1stica. Su funci6n es 

proporcionar equivalentes reductores en fon:a de FADH2 a la 

cadena respiratoria y en especial a la poza de quinonas, en donde 

la ubiquinona reducida torca una poza t:16vil de ubiquinol, que a 

su vez, es oxidada por el co~plejo 111 (Gon:Alez-Halphen, 1990). 

El co-xr.plejo 11 de corazón de bovino esto! constituido por una 

proteina hidrof 1 lica relath·a::ente grande (succinato 

deshidrogenasa) localizada con cara hacia la natriz i::iitocondrial 

y anclada por dos proteinas hidrof6bicas de i:ienor tamai"lo 

enbe.bidas en la cembrana y que constituyen al citocroro.o b del 

co:::iplejo (Figura 6). 

1. caracteri•tica• general•• de la succinato D••hid.r09enaaa. 

La succinato deshidroqenasa es una flavoprote1na que contiene 

hierro no héc.ico y azufre lábil al ácido. Está formada por dos 

subunidades desiguales, una subunidad i:.ayor (f'p) que contiene al 

grupo funciOnal flavina, tiene una eolécula de FAIJ covalentei:iente 

unida por el grupo imidazol de un residuo de hist.ídina y 4 At.o=os 

de hierro y .; de azufre H.bi les al Acido . El peso molecular de 

esta subunidad (obtenida de ::ítocondiras de cora:.6n de bovino) 

geles de sos poliacrilanida es de aproxir:1ada::ient.e 70 kOa 

present.a pequeñas variaciones ent.re las especies (Figura 7). 
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Figura 6. Representación esquemática de la distribución en la 
membrana interna de los componentes del complejo II mitocondrial 
(Succinato deshidrogenasa con sus dos subunidades: Fp e Ip y los 
dos péptidos hidrofóbicos) (~~~'2.!_~hi, 1987). 

Ir.Da 
70-

Figura 7. Patr6n electroforético de la succinato deshidrogenasa 
en geles de poliacrilamida en presencia de SOS (Hatefi y Stigall, 
1978). 
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La subunidad pequefta (Ip) contiene 9 átomos de hierro y 10 de 

azufre l!biles al ácido, asociados a centros fierro-azufre, uno 

binuclear (S-1), uno tetranuclear {S-2) y uno trinuclear (S-3} 

encontrados por estudios de resonancia paramagnética del 

electrón. El peso molecular de esta subunidad en geles de 

poliacrilamida-sos es de aproximada:iente 27 kDa en coraz6n de 

bovino (Figura 7) . 

2. IA• aUbunidad•• hidrofóbicaa del coapl•jo II Nitocondrial. 

El citocro?:1o b del complejo ll ::iitocondrial está constituido 

por dos subunidades hidro!Obicas, (P?:I 15.5 y 13.5 kDa) cuya 

función fue ootivo de especulación durante alglln tiempo. 

Actualoente se conoce la secuencia de ambos polipéptidos, ésta 

cuenta con tres secuencias hidrof6bicas asociadas a alfa hélices 

transoembranales, lo que explica la función de anclaje a la 

::ieobrana que presenta este citocrocio. 

Los estudios de actividad del complejo II completo y de la 

succinato deshidrogenasa aislada indican que esta Ciltica no 

presenta sensibilidad a la tenoil-trifluoro-acetona (TTFA, 

inhibidor especifico de Complejo II). Hatefi y Galante en 1980 

encontraron que el citocrooo b de bovino solo es reducido 

parcialmente por succinato y puede set" reoxidado por fwaarato, 

después de reducirlo con ditionita, esta reoxidac16n es bloqueada 

por ro.ersalil, un inhibidor de la succinato deshidrogenasa. otro 

dato icportante es que la succinato deshlrjrogenasa soluble no 

puede transferir electrones a la quinona, ésta transferencia sólo 

se lleva a cabo en presencia de las dos subunidades hidrofóbicas 

(que constituye de esta forna al co:::plejo II) {ver figura 6). 
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Todas estas evidencias apuntan hacia la idea de que las dos 

subunidades hidrof6bicas presentes en el complejo Il constituyen 

al citocromo b y que éste presenta alguna influencia en la 

actividad catal1tica de la enzh:ia o que al r:1enos participa en el 

transporte de electrones que lleva a cabo el complejo (Ackrell y 

col 1977; Ackrell, 1980; Hatefi y Galante, 1980; Ohnishi, 1987; 

Yu y col, 1987; Pennoyer y col, 1988). Otra caracter1stica de 

este citocrouo b es su espectro de absorci6n, que muestra un 

patr6n bastante distinto al del citocromo b del complejo III. En 

un espectro diferencial (reducido con ditionita vs oxidado) el 

citocromo b del cociplejo II exhibe dos picos alfa, uno a 557.5 nm 

y el otro a 550 m:r., dos picos beta, uno pequel'lo a Sll nm y el 

otro mayor a 52l nm y una banda soret a 422 nm. La figura Ba 

muestra el espectro comparativo de los complejos I, II y III 

(Davis y col, 1973¡ Yu y col,1987), El espectro del complejo II 

co111pleto, muestra ademi\s en forma oxidada un hombro 

correspondiente a las flavinas, aproxir.i.adamente a 450 nm, el 

cub.l desaparece en la forma reducida. Fig. Bb (Ackrell y col, 

1980; Hatefi y Galante, 1980; Yu y Yu, 1980; Yu y Yu, 1982). 

Yu y col (1982) lograron purificar el citocromo b del complejo 

II, realizaron experimentos de reconstituci6n de éste con la 

succinato deshidrogenasa aislada y compa:-aron los datos obtenidos 

con los que presenta el cornplejo II integro. El citocromo b 

presente en el complejo II no reacciona con el co, t:i.ientras que 

la fon:r.a reducida del citocromo aislado es completamente reactiva 

(Yu y Yu, 1982), En un sistema reconstituido con citocrooo b y 

succinato deshidrogenasa, solo el 50 \ del citocromo presenta 

reactividad al CO, además, el citocromo de este sistema presenta 
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las mismas características espectrales del citocromo en el 

complejo intacto. 

n 
1-~~~ 
1 

1 

b .., .. 

.. - C,..l 

Figura e. Espectro de absorción de los complejos I (A), !! (8) y 
I!! (CJ de corazón de bovino en forma reducida con ascorbato
TMPD, este espectro no presenta la zona de absorción del Soret, 
En b se encuentra el espectro diferencial {reducido - oxidado) 
completo del complejo II (Davis y col, 1973), 
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En experimentos de reconstituci6n en que se utiliza succinato 

deshidrogenasa inactiva se encontró que todo el citocromo 

reconstituido era insensible a mon6xido de carbono, lo que 

sugiere que la pérdida de sensibilidad a co no es sólo resultado 

de una interacción f1sica entre ambos componentes del complejo, 

sino que debe existir una interacción funcional especifica entre 

ellos que con la succinato deshidrogenasa inactiva no puede 

llevarse a cabo (Yu y col, 1987). 

Los potenciales redox constituyen otro factor que encuentra 

variación en el citocromo aislado. El potencial medio redox del 

citocromo b es -144 mV, mientras que en el complejo intacto tiene 

un valor de -185 mV (Ohnishi, 1979; Yu y col, 1987; Takamiya y 

col, 1990). Al reconstituir al citocromo b con la succinato 

deshidrogenasa aislada, el valor del potencial se modifica a -Hi4 

mv que corresponde a un valor intermedio entre éstos (Yu y col, 

1987). Este valor sugiere la interacción entre este citocromo y 

la succinato deshidrogenasa. 

Se ha propuesto la interacción del citocromo b con el centro 

Fe-s (S-2) de la enzima debido a que ambos componentes del 

complejo presentan en forma disociada valores de potencial muy 

cercanos (-144 y -260 mV respectivamente) aün en la forma 

reconstituida (-185 y -400 mV), Esto explica también la presencia 

del centro s-2 con un potencial tan lejano de los centros S-1 y 

s-3 con potenciales de -5 y +65mV respectivamente (Ohnishi y 

Salerno, 1976; Ohnishi, 1979}. 

Con base en los valores de potencial redox de los centros Fe-s 

se ha propuesto que el transporte de electrones se lleva a cabo 

desde el succinato hasta la quinona (Em=+SO mV) a través de los 
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centros s-1 y S-3 coi::o se muestra en la figura 9. Los centros 

Fe-s s-1 y s-2 son de 't.ipo ferredoxina (binucleares) y al ser 

paramagnéticos, presentan una serial de EPR en estado reducido de 

g•l. 94. El centro S-3, por ser trinuclear, presenta un espectro 

de EPR isotr6pico en la forma oxidada alrededor de ga2.01, 

?11ientras que la for1:1a reducida no presenta seftal (Hatefi y 

Stigall, 1976; Ohnishi, 1976; Tushurashvili y col., 1985; 

Ohnishi, 1987; Fridén y col., 1990; Jay y col, 1990). La función 

del centro s-2 y del citocro1:10 afln no han sido esclarecidas 

(Skulachev, 1988; Ohnishi, 1979; Fridén y col, 1990; Ohnishi y 

Salerno, 1976; Taka::iiya y col, 1990; Ohnishi y col, 1981; 

Ohnishi, 1976) . 

OCl'J1' 

/ .... 

Figura 9. Modelo del transporte de electrones desde el succinato 
hasta la quinona a través de los centros Fe-s de la succinato 
deshidroqenasa (Ohnishi, 1979.) 
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VI. Presencia del Complejo II a lo largo de la escala 

filoc¡en6tica. 

El complejo II mitocondrial es el mas conservado a lo largo 

de la evoluci6n y ésto se ha encontrado tanto por datos de 

actividad del complejo, como por sus caracter1sticas 

estructurales y por las secuencias de sus subunidades. Por este 

motivo, vale la pena revisar brevemente las caracter1sticas de 

esta enzima purificada a partir de varios organismos. 

1. Zl coaplejo II 4• Eacberichh 2.21.i• 

El complejo II de fu ~ está constitu1do por dos subunidades 

hidro! 11 icas grandes (64 y 28 kDa) asociadas a la membrana 

mediante dos subunidades hidrof6bicas pcqueflas (19.5 y 17.5 kOa). 

Las subunidades hidrofllicas contienen todos los grupos 

prostéticos del complejo (F1'.D y J centros Fe-S) con excepción del 

protoheQo IX que se encuentra asociado a las subunidades 

pequeflas. El FAO se encuentra asociado a la subunidad de ma:r·or 

peso (Fp) y los tres centros fierro-azufre se localizan en la 

subunidad de 28 kOa (lp) (Figura 10). Las secuencias de las 

subunidades fp e Ip se encuentran altamente conservadas entre las 

especies. La subunidad Ip de t.... ~ presenta aproximadamente un 

50\ de similitud con la equivalente de bovino (Kita y col, 1989), 

2. El Complejo II Hitocondrial de Ptrtcoccua ~itrifictns. 

La succinato deshidrogenasa de paracoccus denitrificans está 

forr:iada por dos subunidades periféricas asociadas a la t'lembrana 

?!lediante dos polipéptidos membranales que constituyen el complejo 

succinato-ubiquinona-oxidorcductasa. La succinato deshidrogenasa 
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ha sido aislada mediante agentes caotr6picos o por incremento del 

pH. LOs péptidos mebranales se han purificado en presencia de 

detergentes. cuando la succinato deshidrogenasa se encuentra en 

forma soluble, contiene dos subunidades de 64.9 y 28.9 kDa. La 

subunidad pequef\a ( Ip) contiene tres centros Fe-5 y la grande 

(Fp) un FAD. La enzima soluble transfiere electrones hacia 

aceptares artificiales, pero no hasta la quinona; cuando se 

reconstituye en la membrana con los péptidos hidrof6bicos {Plll 

13. 4 y 12. 5 kDa), esta actividad reductora se regenera. Se ha 

encontrado que los anticuerpos contra la flavoproteina de f.... 

denitrificans presentan reacción cruzada con la misma subunidad 

de corazón de bovino {Figura 11). La sensibilidad a inhibidores 

que presenta el complejo lI de esta especie es muy semejante a la 

que se presenta en el complejo de corazón de bovino (Kic5. 52 mM 

para TTFA y 0.25 mM para mersalil). En cuanto al espectro de 

absorción del complejo reducido, presenta un pico Soret a 424 nm, 

uno 9'. a 551. a y uno B a 526 nm que corresponden a los Valores 

encontrados para la tnitocondrla de corazón de bovino, que son: 

422 nm para el Soret y 551. 5 nm para y 523 mn para B (Davis y 

col, 1973; Pennoyer y col, 19BB). 

Fig 10. Patr6n electroforético en geles de poliacrilamida en 
presencia de SOS del complejo II mitocondrial de &.i. ~. 
{Kita y col, 1989). 
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Fiqura 11. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia 
de SOS del complejo II mitocondrial de a)~ denitrlficans y 
b) corazón de bovino. Los carriles e y d muestran la f iuorescencia 
de ambos complejos a pH bajo; los carriles e y f la inmunotrans
feroncia en nitrocelulosa óe los mismos complejos, prob4dos 
contra anticue~pos policlonales de l~ subunidad Fp de f.._ 
dqnitrificans (Pennoyer y col, 1988). 

3. l:l Compl•jo II Mitocond:rial de Neurospora ™-ttl• 

En uourospora mil.A el complejo II mltocondrial ha sido 

purificado, utilizando deterqcntes no i6nicos r.:01110 el Tritón x-

100. Este complejo presenta tres subunidades con ¡>esos 

mol~culares de 72, 28 y 14 kDa que corresponden a las subunidadas 

Fp, Ip y al citocromo b respectivamente. J::l espectro ele absorción 

de las formas oxidada y reducida lie este complejo se presenta en 

la figura 12 y ~s muy similar al obtenid'o para otros organismos. 

Eh la fortna o>eidada, muestra un sobrelaparn.iento del pico del 
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citocromo b (.413 nm) con las flavinas (450 nm) y presenta un pico 

a 557 nm con un hombro a 552 1 similares al espectro para coraz6n 

de bovino con bandas a 557.5 y 550 nm. 

Figura 12. Espectro de absorción de los cotiplejos l (AJ 1 11 (B) y 
III (CJ mitocondrhles de Neurospora ~ (Weiss y Kolb, 1979). 
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c. 11 C-l•jo U 4• ARaW l.!llll• 

~ .llU.1JI: un nem.Atod.o que vi ve en el intestino de sus 

hoapttderos, por lo que la cantidad de oxtgeno de la que dispone 

no •• •uy •levada, no obstante lo anterior, presenta respiraci6n 

aerobia y la pre•encia de complejo II en sus 11it:ocondrias. 

El complejo II de este orqanism.o, cuenta con una subunidad Fp 

con peso de 68 kDa que contiene !lavina como 9rupo prostético, 

una subunidad Ip de 26 kDa a la que est6n asociados los centros 

Fe .. S y dos ptptidoa hidrot6bico& de tipo heme b con pesos de 15 y 

lJ.5 l<lla (Fiq 13). 

La coapoaici6n de amino6cidos de la tlavoprotetna de esta 

especie fue analizada por ruruahiaa y col en 1990, encontrando 

que es muy ainilar a la de coru.6n de bovino .t.._ ~ {Tabla 

II). Por otro lado, los estudios iruiunol6qicos, en los que se 

realizaron reacciones cru~adas con anticuerpos contra la Fp en 

L. ~ y coraz6n de bovino, apoyan la similitud que presenta 

esta subunidad a lo largo de la escala evolutiva. El indice de 

Polaridad calculado para la tlavoproteina es otro !actor que 

apoya la similitud entre los diversos organisin:os { 45\ para L. 

kili, 4$. 3' para tu .llUJ.a y 44\ para coraz6n de bovino} {Da.vis y 

col, 1973¡ Wood: y col, 198lt Fu.rushh1.a. y col, 1990). Este valor 

sugiere que la subunidad fp no se encuentra embebida en la 

•eabrana que por tanto eatA accesible a los substratos 

•olubles, La secuencia alrededor del residuo de histiclina que une 

al FAD se encuentra altamente conservada a lo largo de la escala 

tilogenétic:a. Esta subunidad cuenta adeJlAs con un sitio de unión 

al AMP, que presenta c¡ran cantidad de residuos conservados en 

diterentes especies. 
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Recienter'lente se clonó y secuenci6 el ADUc de la subunidad Ip 

del complejo !1 del hur.iano, la secuencia de ést.a es muy si::iilar a 

la de coraz6n de bovino y ~ ~ (Ackrell en prensa). 

El cot1plejo II ::iitocondrial presenta ~ subunidades; en casi 

todas las especies de las que ha sido aislado, se presenta 

prActicac.ente el t1is::o nú::.ero de éstas, züentras que para otros 

cot1plejos citocondriales, este patr6n no se conserva, co::i.o 

ejemplo se encuentran la citocroi=io oxidasa con 11 subunidades en 

i:itocondria de corazón de bovino y sólo J en bacterias y el 

cotiplejo !II, con 11 subunidades en :::itocondria y sólo 3 en 

bacterias (Pennoyer y col, 1988), 

La tabla !l resune la co~paración de las caracter!sticas de la 

subunidad fp de varias especies. (furushir.:a :r· col, 1988). 

Por todo lo anterior, pode~os decir que a lo largo de la escala 

filo9enética, el co:iplejo !! presenta gran si::iilitud en varios 

aspectos tales cor.io nü~ero de subunidades, grupos prostéticos, 

actividad enzir:Atica, sensibilidad a inhibidores y co::::posici6n de 

al:linoAcldos; presenta ta.ebién a::iino.!cidos conservados alrededor 

del sito de unión del grupo FAD y un sitio de unión al AMP. 

VII. Reconstitución de complejos respiratorios en lipoao.cias. 

Los co.c:iple jos pro te ices que participan en e 1 tra.nsport e 

de electrones en la rdtocondria, se encuentran parcial o 

total::iente e:=ibebidos en la ::-.er.:ibrana interna de este orgAnulo, lo 

que habla de la relación que existe entre éstos y los lipidos que 

consti tu:,.•en a la ::.et:1brana. 
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Tabla 11. Conparaci6n de la campos ición de .J.r.:.inoácidos de la 
subunidad Fp de organismos distintos (Furushü1a y col, 

A=inoác1do 

Lisina 
Histidina 
Arginina 
Aspártico 
Asparang ina 
Treonina 
serina 
Glut.!mico 
Glutamina 
Prolina 
Glicina 
Alanina 
Valina 
Hctionina 
Isoleucina 
Leucina 
Tirosina 
fenilalanina 

Polaridad 

Peso molecular 

~ 

lilll!lJ 

34. 5 
18. 2 
32. 8 
54 
54 
39. J 
29. 2 
52. 6 
52. 6 
25. 6 
60.9 
48. 4 
28 .9 

6.1 
JO. J 
4.\. 2 
13.9 
19.8 

48. J 

68 1 000 

e -

no. de residuos 

Corazón 

bovino 

26 
17 
41 
57 
57 
3B 
37 
67 
67 
30 
65 
59 
'5 
14 
31 
55 
21 
22 

" 
70 1 000 

.,, . 
•lp -

~ '1' • 
~~,~-

hl;tli 

SDH 

22 
29 
40 
32 
25 
33 
29 
43 
21 
24 
59 
56 
41 
15 
26 
51 
14 
19 

45 

64, 268 

1990). 

Llill 
f!lO 

27 
21 
3B 
35 
23 
36 
20 
44 
22 
22 
66 
61 
41 
20 
23 

•• 17 
20 .. 

65, 835 

Figura 13. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia 
de sos de las subunidades del complejo 11 mitocondrial de A.,. 
rum.m obtenidas por cro::iatograf1a de alta resolución (Furushima y 
col, 1990) • 
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Todas las técnicas de purificación de coI:tplejos respiratorios 

utilizan detergentes o sales de at:ionio, lo que provoca 

la extracci6n parcial o total de los Upidos, (delipidac16n) y 

por tanto, la disminuci6n de la actividad y la r.i.odificaci6n de 

algunas de sus propiedades. En el caso particular de los 

citocromos b mitocondriales, se ha encontrado que sufren una 

serie de alteraciones cuando son delipidados, aün cuando 

permanezcan como parte del complejo respiratorio. Las 

interacciones 11pido-prote1na no se llevan a cabo directamente 

con el sitio heme, pero s1 ofrecen efecto estabilizador sobre la 

conformaci6n nativa del resto del complejo, lo que afecta la 

geometria del sitio hemo y la funci6n del citocromo. Los estudios 

realizados por Salerno y col en 1986 indican que estas 

interacciones son de t:iayor relevancia funcional para los 

citocromos b que para los a que constituyen a la citocromo 

oxidasa. 

El efecto de inactivaci6n por delipidaci6n se explica debido a 

la ubicaci6n que presentan los citocromos, ya que se ha 

encontrado que los grupos hemo, asi como los centros Fe/S de loa 

citocromos tienen una orientaci6n especifica con repecto al plano 

de la meci.brana; estos grupos prostéticos se unen a dos pares de 

residuos de histidina que se localizan entre hélices 

transmembranales. Se ha encontrado también que la simple adición 

de 11pidos a las proteinas aisladas provoca su reactivación. 

(Racker y col, 1975; Racker, 1979: Salerno y col., 1986). 

Lo anterior ha conducido a estudios de reconstituci6n de estos 

complejos en sistemas lipidicos, que simulen las condiciones de 

la ::.embrana en que se encuentra la proteina in ~ para 
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acercarse al conocimiento de sus propiedades en un acbiente cuyas 

condiciones están definidas. Las reconstituciones de complejos 

respiratorios generalmente realizan al incorporar a éstos 

sistemas de liposomas a través de varios métodos, pero el 

principio general de todos es la purificación de la enzi11a, la 

incorporación de ésta a un medio que contenga detergente y 

liposomas y su diálisis o dilución posterior (Penefski y col, 

1960: Kagawa y Racker, 1971¡ Perlin, 1984¡ Ramlrez y col, 1987). 

se han realizado numerosas reconstituciones de complejos 

proteicos en diversos sistemas y condiciones y ha podido 

encontrar que la reconstitución de cada prote!na en un sistema 

"biol6qico" requiere de condiciones particulares tales como el 

pH, la temperatura, la proporción prote1na/l1pido, el tipo de 

llpidos, la concentración de sales y de detergentes, etc. 

En ,general, los resultados obtenidos de la reconstitución de 

complejos mitocondriales en liposomas muestran que el 

comportar:iiento de éstos es r:iuy semejante al que presentan las 

partlculas submitocondriales, lo que sugiere que el sistema 

reconstituido tiene muchas de las caracterlsticas del sister:ia in 

ili.g (Kagawa y Racker, 1971¡ solioz col, 1982; Perlin y col, 

1984; Ramlrez y col, 1987¡ Gabellini y col, 1989). 



OBJETIVOS 

El interés por conocer la tunci6n de los coi:plejos que 

constituyen la cadena respiratoria, tanto de organismos 

procariontes CODO eucariontes, ha llevado a varios grupos de 

investigación a desarrollar diversos métodos para aislar a cada 

uno de estos complejos en fo~a pura y activa. 

Los métodos reportados indican que los compléjos I y IV se 

separan con facilidad, J:1.ientras que la purificación de los 

complejos II y III ha sido mAs dificil, debido a que las 

preparaciones del coeplejo II muestran contat:inaci6n de algunas 

subunidades del complejo III y viceversa. Esto ha sugerido que 

estos dos conplejos estan unidos tanto estructural como 

funcionalc.ente, fon:ando prcbable:ente un supracoriplejo en la 

mecbrana interna ciitocondrial. 

El objetivo general en el laboratorio ha sido el de investigar 

las posibles interacciones, tanto estructurales cot:10 funcionales, 

entre los complejos II y III mitocondriales por ciedio de 

reactivos de entrecruzaciento; as! coco la reconstitución del 

transporte de electrones llevado a cabo por estos complejos 

incorporados en siste:ias de liposomas. Para esto se debe contar 

con ambos complejos puros y activos. En el laboratorio se ha 

establecido un Détodo para la obtención del complejo 111 con un 

grado de pureza, rendiaiento y actividad altos. Sin ecbargo, era 

necesario desarrollar un :iétodo (con las 1:1ismas caracteristicas 

que el anterior), para aislar al cocplejo II mltocondrial, ya que 

los rendimientos y las actividades obtenidos con los métodos 

reportados en la literatura son muy bajos. 
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Por lo anterior, para la realización del presente trabajo de 

tesis se plantearon los siguientes objetivos: 

l. Aislamiento del co=plejo Il mitocondrial (Succinato-coenzima Q 

6xido-reductasa) puro y activo. 

2. Caracterizaci6n del coti.plejo II mitocondrial por medio de 

espectros de absorción y mediciones de actividad enzimática. 

3. Reconstituci6n del transporte de electrones desde el succinato 

hasta el citocromo e en un sisteoa con los complejos II y III 

mitocondriales incorporados en liposomas. 



KATERIAL!S Y KETODOS 

I. AISLAKIEHTO DEL COMPLEJO II KITOCOHDRIAL. 

La primera fase del presente trabajo consistió en el 

aislamiento del complejo 11 mitocondrial a partir do la 

reproducción de varias técnicas reportadas y la modificaci6n de 

algunas de ellas, para obtener finalmente una enzima purificada a 

través de una técnica nueva montada en el laboratorio como 

resultado de la fusión de los métodos propuestos por Kita y col, 

1989; Ljungdahl y col, 1987 y Yu y Yu, 1982. 

1. OBTEllCION DE KITOCOHDRIAS (Li:Sv y Vallin, 19153). 

Para realizar la obtención de mitocondrias so requiriO 

preparar dos amortiguadores: 

Amortiguador l: sacarosa 250 mM 
Tris 5 mM Ajustado a pll 7, 5 con HCl 
EDTA 2 mM 

Amortiguador 2: Sacarosa 2 50 mM 
Tris 5 mM Ajustado a pH 7. 5 con HCl 

Para llevar a cabo la obtenciOn de mitocondrias, so utilizaron 

corazones frescos de bovino. Cada corazOn limpi6 de tejido 

graso, so trató de dejar sOlo el m11sculo, el cuál se cort6 en 

trozos pequel\os que so molieron en un molino manual de carne. 

El tejido cardiaco, ya molido, se colocó en vasos de 

precipitado de 4 litros a los que se adicionó amortiguador 1 

(1, 200 ml por cada 400 g de carne) y so le ajustó el pll a 7. 5 con 

Tris saturado, una vez ajustado el pH se procediO a homogenizar 

la mezcla en una licuadora (Waring Commcrcial Blendor) en pulsos 

de 6 segundos por 5 segundos de descanso hasta completar JO 
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segundos de licuado, ajustando nuevamente el pH a 7.5. 

La mezcla licuada se centrifug:6 durante 10 minutos a l,ooo rpm 

en el rotor GS-l, en una centrifuga Sorvall RC2-B. El 

sobrenadante obtenido de esta centrifugaci6n, se filtró a través 

de una doble capa de gasa y se centrifug6 10 minutos a 10, 000 rpm 

en el rotor GSA. El sobrenadante se descartó y el precipitado se 

resuspendi6 en amortiguador 2 con un pincel, posteriormente se 

homog:eniz6 en un homoqenizador de tefl6n-vidrio de 50 ml. El 

homoqenizado se centrifug6 10 minutos a 3, 000 rpm en el rotor GSA 

y el sobrenadante resultante se centrifug6 nuevamente a 10,000 

rpm durante 10 minutos en el mismo rotor. El último sobrenadante 

se descart6 y el precipitado se resuspendi6 en un volumen pequel\o 

de amortiguador 2 con un pincel. Las mitocondrias obtenidas de 

esta forma se guardaron a -10ºC hasta su utilización. 

Todos los procedimientos anteriores se llevaron a cabo a 4°C. 

:z. P91FICACIOll DEL COMPLEJO Il POR EL HETODO DE Zieqler y 

Rie•ke, 1117. 

P.ara establecer el método de purificaci6n del Complejo II, se 

siguieron los procedimientos descritos por Ziegler y Riesko, 

1967 y por Hateti y Stigall, 1978. 

Las mitocondrias obtenidas por la técnica antes mencionada, se 

trataron con succinato de sodio 0.5 mM final y cloruro de calcio 

10 µm final can la finalidad de activarlas por el desplazamiento 

del oxaloacetato que so encuentra pegado al complejo II. A la 

muestra activada se le adicionó fosfato de potasio lM (pH 7.4) 

(40 ml/100 ml de suspensión). La mezcla diluida se pas6 por un 

homogenizador de vidrio-teflón y se ajust6 la concentración de 
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prote1na a 70 'Og/z:i.l con sacarosa 0.25 M, se procedi6 a incubar 

durante 15 z:i.inutos a JB •c. Posterioreente, se adicionó colato de 

potasio al 20\ (pH a.O} (0.6 r:.g/mq proteina) y se prosiqui6 la 

incuba.ci6n por !5 minutos m!s. 

La J:1,Uestra se fraccionó con sulfato de ai::onio, que se adicionó 

poco a poco, 16. 4 q por cada 100 llll de 1:1uestra incubada y se 

agit6 en fr1o hasta su disoluci6n total. Se centrifugó a J0,000 

rpm durante JO z:i.inutos en un rotor 60 Ti en una ultracentrit:uqa 

Beckm.an LS-SSM. El sobrenadante de esta centr it:ugaci6n se trat6 

con 5. 6 g/ lOOml de sulfato de amonio y se centrifug6 de la forma 

antes mencionada. El precipitado se lavó con sacarosa 0.25 M, se 

resuspendi6 en la misna soluci6n hasta una concentración de 85 

mg/ml de prote1na y se dializó en fr1o durante 5 horas contra 500 

J:ll de amortiguador de fosfato de potasio 10 mM, sacarosa o. 25 M 

(pH 7, 4), con 2 cambios de amortic;uador ( l y J horas). 

La extracci6n del solvente se llev6 a cabo con la adición a la 

a.uestra dializada de 0.7S~q/mg prot de desoxicolato de potasio al 

10\ (pH a. O a 9. O}. A la m.uestra solubilhada se le ajust6 el pH 

a 7,4 con HCl l N y se adicionaron 46 ml de etanol fri.o (enfriado 

en un baf\o de hielo seco-etanol} por cada 100 ml de muestra, se 

cuid6 que la temperatura no subiera por arriba de 2•c. La mezcla 

se centrifugó durante JO minutos a JO, 000 rpm utilizando un rotor 

60 Ti. El sobrenadante se homogeniz6 con uit volumen igual de 

ciclohexano fri.o y se centrifuq6 durante 45 minutos a JO, 000 rpt:i. 

en el mismo rotor que en las precipitaciones anteriores. 

La rei:;oci6n del detergente y del sulfato de •u~onio, asi. coino el 

aisla=iento del complejo 11 se llevaron a cabo al filtrar el 
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aobrenadante obtenido de la 0.ltima centrifugación a través de una 

colwma de Sephadex G-25 equilibrada y eluida con amortiguador de 

fosfato de potasio 20 mM (pH 7. 4) , Las fracciones colectadas se 

centrifugaron durante 1 a 2 horas a 40, 000 rpm en el rotor 60 

Ti. El precipitado de esta centrifugación contenia al cooplejo 

II 1 que se resuspendió en aeortiguador de fosfatos 20 mM (pH 7.4) 

y se guardó a -1o•c. 

P'OJ.Il'ICACIO• DEL COMPLEJO lI POR ZL KETODO DESCRITO POR Kovery y 

col, 1'77. 

El siguiente método de purificación del coi:iplejo II que se 

prob6 fue el propuesto por Mowery y col en 1977, que consistió 

bAsicamente en una serie de r.iodificaciones a la técnica propuesta 

por Hatefi y stigall, 1978 descrita previamente. 

Las =.edificaciones que presenta este ::.étodo son las siguientes: 

las tiitocondrias se resuspendieron hasta una concentración de 55 

og/ml en lugar de 70 r::g/ml. La precipitación con sulfato de 

amonio se llev6 hasta 43\ de saturación, en lugar de 40\ de la 

técnica antes mencionada. Para realizar la precipitación con 

alcohol, se adicionaron 44 t:il en vez de 46 por cada 100 ml de 

muestra. 

PORil'ICACION DEL COMPLBJO II KBDIAHTB CROKATOGR.Al'IA DB 

IlfTDCMDIO IOJfICO (Ljun9d&bl y col, 1917). 

En 1987, Ljungdahl y colaboradores desarrollaron un i:iétodo para 

aislar el complejo 111 i:iitocondrial de varias especies 

(Rhodobacter sphaeroides, Ehodobacter copsulatus, corazón de 

bovino y levadura} con alto grado de pureza y actividades altas. 

Este ti.étodo consistió en el trata1:1iento del complejo Il 
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(parciali=ente purificado con detergentes an16nicos y 

precipitaciones secuenciales con sulfato y acetato de ai:ionio 

previamente descritas) con un detergente sintético no i6nico (0.5 

mq de dodecil B malt6sido/mg de prote1na) que habla probado ser 

eficaz en la extracción de Cotriplejos proteicos t:ec.branales (Van 

Aken y col, 1986; Rosevear y col, 1980). El cot1plejo II obtenido 

antes de la precipitación con alcohol {t1etodoloqia previamente 

descrita} se solubilizó adicionando o. 3 ?:1q de lauril l!laltósido/mq 

de prote1na y se centrifugó durante 10 cin a 30, 000 rpm en un 

rotor 50 Ti. El sobrenadante se cargó columna de 

intercambio ani6nico (CEAE Biogel-A) con 1 el de resina, que 

habla sido equilibrada previa?:lente con Tris 50 ti."!, sulfato de 

J:1aqnesio l mM y lauril calt6sido 1 1::1g/t1l (pH a.O). La columna 

con la ?:luestra se lavó con dos volü::enes de este a::iortiguador y 

posterio.rnente se hizo pasar un gradiente de o a 300 nH de NaCl 

(dos vol1lmenes de colun:na en el mismo amortiguador). Al ten:ainar 

el gradiente, se lav6 la columna con un volut::en adicional del 

amortiguador que conten!a 300 mM. de Nacl. se colectaron 

fracciones de 1 i:l y se obtuvo el perfil de eluci6n al leer la 

absorbancia (ABS) de las tiuestras a 280 y a 415 nm para estimar 

la cantidad de pt'otelna y de citocro=os respectivamente 

(Ljungdah.l y col, 1987). 

Se probaron distintas concentraciones de lauril 1:1altósido (O, 

o.os, 0.1. 0.2 y 0.3 r:i.g det/.oq de prot) segCln el cétodo antes 

mencionado con la finalidad de purificar el complejo sin 

desnaturalizar y obtener el cejor rendi:::iiento posible. 
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l'URirICACIOll DE COMPLEJO II A PARTIR DE COMPLEJO II-III. 

La siguiente tase en la purificación del complejo consisti6 en 

sequir el método propuesto por Yu y Yu en 1982 para obtener 

una preparación de Complejo ll"'III. 

Para llevar a cabo la purificaci6n del complejo 11 mitocondrial 

a partir del supracomplejo 11-111, se introdujo a esta técnica la 

obtenci6n de particulas submitocondriales, con la finalidad de 

partir de una preparación Jtiás pura. 

Preparación de particulas submitocondriales (Lee y Ernster, 

1967). 

Para preparar part1culas submitocondriales, primero se 

descongelaron las mitocondrias obtenidas con la técnica 

mencionada en la página 34. se cuantifico la concentración de 

prote1na presente en éstas, con el método del Biuret (Garnall y 

col, 1949) y se llevó la concentración hasta 20 mg/ml con 

amortiguador de fosfato de potasio 100 mH (pH 7. e). Las 

mitocondrias diluidas, se sonicaron en un bal'lo de hielo, en 5 

pulsos de 45 segundos por 15 de descanso por cada 50 ml {en un 

sonicador Branson 250 a 20 watts). La mezcla sonicada se 

centrifug6 15 minutos a 15,000 rpr.i en el rotor 60 Ti utilizando 

la ultracentrifuga Beckman LB-55M. El sobrenadante obtenido, se 

centrifug6 nuevamente a 45, 000 rpm durante 45 minutos en el 

rotor 60 Ti. El precipitado pardo resultante, se resuspendi6 en 

amortiguador de fosfato de potasio 100 tlM con un pincel y se 

guard6 a -70"C, 

Preparaci6n de coaplejo II-111 crudo. 

Las part1culas submltocondriales descongelaron y se les 
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cuantificó proteina por el método del Biuret (Garnall y col, 

1949). La concentración de proteina ajustó a 20 mq/m.l con 

a11ortiguador de fosfato de potasio 100 ztM tpH 7.8}. Una vez 

ajustada la concentración de prote1na se solubilii.6 con colato de 

potasio al 20\, con la adición de 4 ml de col.ato por cada 100 JDl 

de suspensión. Al solubilizado se le agregó succinato de sodio 1 

H (pH 7.4) (20 µl/ziil) y se incubó 30 =.ínutos a 37•c en agitación. 

Posteriorinente, la :uestra se incub6 en un ba:t"Jo de hielo y se 

precipit6 c:on sulfato de ai::onio al 35\ de saturación, se 

agregaron 19.65 q de sulfato por cada 100 r.11. de suspensi6n y se 

dejó reposar 60 n.inutos en fr!.o. La suspensión anterior se 

centrifu96 90 l!linutos a 12,000 rpct en el rotor 60 Ti. El 

sobrenadante rojo obtenido de este paso, se precipitó con sulfat.o 

de a1t1onio al 50\ de saturación. al adicionar 8.9 g de esta sal 

por cada 100 ml de suspensión, se dejó reposar 15 J:.inutos en fr!o 

y se centrifugó por 20 minutos a 14,000 rpm. El precipitado se 

resuspendi6 en amorti9uador de fosfato de potasio 50 mM, o.st de 

colato de sodio y l mM de EDTA de potasio (pH 7,4) y 

centrifu96 .;o 111inutos a 30,000 rpc. El sobrenadante 

última centrifugación, que es el complejo lI-III, 

de la 

dializó 

contra 500 ml de amortiguador de fosfato de potasio l mM y E.OTA 

de potasio (pH 7. 4), durante toda la noche con dos cambios de 

amortiguador. 

Preparación de Coaplcjo II-111 puro. 

El complejo II-IlI crudo obtenido de la fase anterior de 

purificación, se centrifugó a 20,000 rpct durante una hora en el 

rotor 50 Ti y se obtuvo un botón rojo que se resuspendi6 con un 
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pincel en el r:iinímo volwnen posible de Tris-HC:l 50 ~. Sacarosa 

0.67 M (pH 7,8). Una vez cuantificada la protelna por Biuret, se 

diluy6 la 1:1uestra hasta una concentración de 20 l:lg/r.il con el 

misa.o a11ortiquador utilizado para resuspenderla. 

El paso siguiente consistí6 en la solubilizaci6n de la protelna 

con desoxicolato de pocasio al 10\, se af'ladieron o. 5 i:ig de 

deterqente por cada mililitro de suspensiOn¡ este solubilizado se 

incubó durante 20 J:inutos a o•c. Se procedió a r~aliza:r 

precipitaciones secuenciales de la prote1na presente en el 

solubil izado con fracciones de o a a, s a 13, 13 a 15 y 15 a 16\ 

de satur.sci6n de acetato de aii:onio. Para llevar a cabo lo 

anterior, se adicionaron las siguientes cantidades do acetato de 

amonio liquido, al 50\ de saturaci6n, los distintos 

soPrenadantes: 

Fracción 0 ... 8\ a. 69 el por cada 100 ctl de sobrenadant.e. 

Fracción s-13\ 5. 74 .. 

Fracci6n ll-15\ 2. 35 " 

Fracción 15-16\ 1.19 " 

Todas las precipítaciones se realizaron colocando el 

sobrenadante obtenido de la centrituqaci6n anterior en un bal\o de 

hielo en agitaci6n y se agreq6 gota a gota el volumen 

correspondiente de acetato. Una vez concluido ésto, se dej6 

reposar la suspensi6n durante 15 cinutos a o•c z• se procedi6 a 

centrifugar durante 20 minutos a 20, ooo rpm en el rotor 50 Ti. 

La 1l.ltima fase de la precipita:ci6n secuencial correspon-di6 a la 

fracción 16 a JJ.5\ de saturación de acetato de amonio~ la cu!l 

se coaplet6 al a:qre9ar gota .a goc.a 26. 31 ml de una solución b.l 



SO\ de ace-:.ato de .aJ:.onio por cada 100 i::.l de sobrenadante. La 

suspensión se dej6 reposar 15 ::inu't.os a o~c, al cabo de los 

cuáles se centrifug:6 a JS,000 rp: durant.e JO :cinu""t.os en el 11isao 

i:otor. 

El precipi't.ado de e.ad.a una de las ft"acciones se resuspendi6 en 

H~.ortiquador de fosfato de potasio SO U!:, sacarosa 0.25 M (pH 

7.,q y se diali.z6 independiente::en.te contra seo i:.l del miscio 

amortiquador con dos ca:.t<ios du:-ante toda la ncc:he. 

tl cottplejo II ... III puro se obtuvo en la fracci6n 8-13' de 

saturación de acetato de .a:onio i' se quard6 a -1oec. 

Se r-ealit6 toda la serie de ¡:irecipit.aciones con acetato de 

a=onio con la finalidad de cor.ocer en cu!l de ellas se obt.endrla 

al co~plejo, ya que se part.:i6 de l.Hl3 preparaci6n 1:as pura (PSM} 

que la repor't.ada para ést.a técnica. 

Todos los procedi.eientos de puri!icaci6n del coeple)O II-III se 

llevaron a cabo a "•e, con excepción de los pasos en que se 

especifica un cattbio de te:peratura. 

PDJ.trtCAC?Oll on. COKPL!..10 II POR U!l"A tw!"'1A TECkICA. 

La tase !ir.al de purificación del cc:plejo ll 1:ütocondrial 

consisiti6 en la unión de varias técnic.ss. A la t.écnica de 

purificación del cot:plejo Il-III {Yu )' Yu, 1992} se le int.rOdujo 

el trata=.iento de este supraco::plejo II-tII con LUbrol PX {Kita y 

col, 1989) y su cro:atogratia posterior en una resina de 

intercd:.bio i6rüco {DE.A.E Siogel Al descrita. por Ljungdahl y col 

( 19$7). 

A partir del co:plejo II-III obtenido de la canera antes 

:encionada, se purificó el co::iplejo II nitocondrial cono se 



describe a continuaci6n: 

En primer lugar, se determin6 la concentraci6n de prote1na del 

complejo II-III de acuerdo al r:i.ét.odo de Lo'iilr)' {Lo .... ry y col, 1951 

con las iriodificaciones realizadas por Markvell y col, 1979) y se 

ajust6 a una concentración final de 10 1:19/nl con un anortiguador 

que contenta fosfato de potasio 50 rr.M y sacarosa 0.25 K (pH 

7.4). Una vez ajustada la concentraci6n de prote1na, el complejo 

ll-III se solubiliz6 durante 10 minutos con 0.2 mg/t:ig prot de 

lauril ?!lalt6sido o con 1\ final de Lubrol PX con o sin la adici6n 

de Ubiquinona-10 (UQlO) (O.l r:.g/~g de prote1nal y asolectina (0,5 

mg/t:lg de prote1na), incub.§.ndose en agitación durante 1 hora a 

4•c. La muestra incubada, se centrifug6 a 32,000 rp.n duI"ante 10 

minutos en un rotor TI.A too. J en la ultI"acentr1fuga Beckri.an TL 

100. El sobrenadante obtenido de la centrifugaci6n se diluy6 1:2 

con amortiguador de Tris 20 :cM, lauril malt6sido o.J mg/mg prot, 

PMSF 2oM o con Tris 20 tl'.M, Lubrol PX O.l\, PMSF 2 mH (pH 7.4), 

seg\ln el detergente utilizado durante la solubilizaci6n. 

Posterion:i.ente se carg6 a una colur.ma Econocolumn BioRad que 

contcn1:l 7 nl de una resina de intercambio ani6nico (DEAE Biogel 

A de BioRad), equilibrada con el riismo amortiguador utilizado 

para diluir la muestra y se colectaron fracciones de 1 ml. Una 

vez. cargada la tiuestra, se lav6 con dos volúmenes del 

amortiguador utilizado para equilibrar y se procedi6 a realizar 

un gradiente de O a 150 z=iM de HaCl en .f. vol\ltienes del 

atiortiq:uador original en un fon::ador de q:radientes, serie SG de 

Hoef.'fer Sc:ientific InstI"ucents, de 30 t1ililitros. Al concluir el 

gradiente, se lav6 la colunna con dos volúoenes de acoI"tiguador 
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Tris 20 D.11, {Lubrol o.u o lauril malt6sido 1 mq/c.l), PMSF 2 =M, 

NaCl 150 mM {pH 7,4). Se corri6 un nuevo gradiente de 150 a 400 

=H de NaCl de la 1:1anera antes i=encionada ¡· se procedi6 a lavar h. 

colu:c.na con dos volW:enes de a::iortiguador con 400 i:.11 de 1:ac1. 

A todas las fracciones colectadas se les deten:ain6 absorbancia 

a 280 y 415 n= para obtener el perfil de eluci6n. Las fracciones 

correspondientes a los picos de interés se concentraron en una 

cAeara de ultrafiltraci6n A.micon de 10 1111 con una r::e::brana Diaflo 

YM JO y se guardaron a -1o•c. Al concentrado se le deten:ain6 

protelna (Karkwell y col, 1978) as! co?:!o actividad {Hatet'i y 

Sti9all, 1978; Zie9ler y Rieske, 1967) y se analizó por ::edio de 

geles de poliacrilamida en presencia de sos (Scha99er y ven 

Ja9ow, 1987). 

ll. CUACTERIZACIOM DEL COMPLEJO ll MITOCOHDRIAI.. 

1. ACTIVIDAD. 

El co::iplejo II citocondrial cataliza la reducción de 

ubiquinonas, ferricianuro y dicloro-fenol-indofenol (OCIP) por 

succinato. La actividad reductora de quinona se mide 

indirectanente, al seguir la reducción de OCIP cediada por 

aetasulfato de fenanzina {PKS). Esta actividad es sensible a la 

tenoil-trifluoro-acetona {TIFA) (Hatefi y Sti9all, 1978). 

Reactivos. 

- Fosfato de potasio 1 K (pH 7,.,) 
- Succinato de sodio 1 H (pH 7.4) 
- EOTA 0.01 H (pH 7.J) 
- 2,6-0icloroindo!enol (OCIP) 4.65 cM (l.JS cq/ml) 
- Ubiquinona-10 2.5 t:.M en etanol 
- AlbOmina sérica de bovino 1\ (w/v) 
- Metasulfato de fenanzina (PMS) 65 :nM (20 m9/cl) 
- Tenoil-trifluoro-acetona 0.1 M en etanol 



- Complejo 1I en Fosfatos 50 rnM, Sacarosa O. 25 mM (pll 7, 4) . 

Las mediciones de actividad se realizaron como se menciona a 

continuación: 

A una celda de cuarzo se adicionaron 200 µl de amortiguador de 

fosfatos, 100 µl de albOmina, 40 µl de succinato, 20 µl de EDTA y 

1608 µl de agua, esta mezcla se incub6 durante 10 minutos a J7°C, 

La enzima se incub6 con 20 mM de succinato durante 10 minutos a 

37°C. Una vez incubada la mezcla de reacción se lo adicionaron 16 

µl de OCIP y 25 µl de PHS, se agitó y se colocó en la cámara para 

celdas del espectrofotómetro, Aminco OW 2a UV/VIS, que se mantuvo 

a 37ºC por medio de un baño de circulación continua de agua, 

Drinkman RC6 Lauda, se trazó la basal con esta muestra. Realizado 

lo anterior, se adicion6 la enzima y se siguió el cambio de 

densidad óptica a 600 nm. El tiempo total de medición de 

actividad fue do 150 segundos. 

De cada trazo de actividad, s6lo se consideró la sección lineal 

de éste y se determinó la pen~iente en 10 seg. El coeficiente de 

extinción utilizado para la reducción de DCIP fue de 21 mM- 1 cm-1 

a 600 nm (llateti y stigall, 1978). 

Se realizaron curvas de titulación de prote1na por incubación 

1, S, 10 y 20 ug de enzima con 20 mM de succinato de sodio y se 

adicionó cada concentración al ensayo previamente mencionado. 

Para elaborar la tabla de rendimiento de la purificación, se 

llevaron a cabo mediciones do actividad con 10, 20 y 40 µl de 

mitocondrias, part1culas submitocondriales, complejo II-III 

crudo, complejo II-III puro y de compl~jo II purificado scgO.n el 

método anterior. 

Con la finalidad de encontrar la temperatura y tiempo 6ptimos 



de incubación del complejo Il puro, se realizaron curvas de cada 

uno de estos factores, al probar 5 y 10 min de incubación a 4, 20 

y 37ºC con la adición de concentraciones crecientes de enzima {l, 

5' 10 y 20 J.19). 

2. DITERKUIACION DEL ESPECTRO DE ABBOllCIOlf DEL COKPLIJO 11 

KlTOCONDRIAL. 

Reactivos 

- Amortiguador de fosfato de potasio 50 mM {pH 7. 4) 
- Ascorbato de sodio 1 H 
- TMPD 10 tnM 
- Oitionita de sodio en polvo 
- Complejo II puro 3. 5 mg/ml 

Para realizar la determinación del espectro del cooplejo II se 

colocaron 500 µl de amortiguador de fosfatos en una celda de 

cuarzo de 500 µl, se leyó esta muestra contra aire en un 

espectrofotómetro, IJV/VIS Beckman OU50, y se realizó un barrido 

de longitud de onda desde 350 hasta 700 nm. Se retiraron 175 µl 

de amortiguador y se adicionó esta cantidad de complejo II puro 

{dilución 1:3.5), s~ realizó la lectura dentro del mismo 

intervalo y se obtuvo de esta forma el espectro oxidado. Una vez 

realizado lo anterior, se llevó a cabo la reducción del complejo 

II al adicionar 2.5 µl de ascorbato de sodio (concentración final 

5mM) y leer nuevaaente la absorbancia. Se adicionaron 5 µl de 

THPD (concentración final 100 µH) a la muestra anterior y se 

midió nuevamente la ABS. La fase final consistió en reducir 

completamente al complejo al adicionar un poco de ditionita en 

polvo, la absorbancia se oidi6 de 280 nn a 750 nm y de esta forna 

se obtuvo el espectro cocpletamente reducido de este complejo. 
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UI. llECOllSTXTUCIOll DEL TllllBPOllTB DZ ELEC'l'llOll!S Ell Ull SISTEMA DZ 

LIPOSOlWI. 

La reconstitución del transporte de electrones desde el 

succinato hasta el citocromo e, via los coJDplejos II Y III 

mitocondriales, se realiz6 en tres etapas: 

1. Jtreparaci6n de lo• lipo•oaa•. 

Para constituir los liposomas, se adicionaron 350 ug de 

ubiquinona 10 a 14 mg de fosfatidil colina en ciclohexano, 4 mg 

de cardiolipina en etanol y 2 mg de fosfatidil-etanol-al!lina en 

cloroformo, se evapor6 el disolvente y se resuspendi6 la tnezcla 

en fosfato de potasio so mM, EDTA 1 mM (pH 1.2}. Una vez 

resuspendida, se sonic6 4 pulsos de 15 segundos por 15 segundos 

de descanso a 20 watts en un sonicador Branson 250. 

z. Incorporaci6n de lo• oo•plejos II y III aitocondrialee 

aislados a loa lipoaoaaa. 

A 500 ul de la suspensión de liposomas se le adicionaron 250 ug 

de cott'lplejo II, 250 µg de co1t1plejo III (ambos purificados en el 

laboratorio} y desoxicolato de potasio (O. 3\ final}, llevándose 

el volu1t1en a 1 ml. La muestra anterior, se homogenizó con un 
1 

agitador tipo Vortex durante 1 minuto y se aplic6 a una columna 

de Biogel PlO previamente equilibrada con fosfato de potasio 50 

mM, EDTA 0.1 mM (pH 7.2) a un flujo de 1 ml/min. Se colectaron 

fracciones de 2 ml. La primera fracción con liposomas se diluyó 

40 veces con amortiguador de fosfato de potasio 50 mM para 

eliminar todo lo que no se incorporó a los liposomas y se 

centrifugó 45 minutos a 40,000 rpm en el rotor 60 TL El 

sobrenadante se descartó y el precipitado se resuspendi6 en un 

volumen final de 500 µl de fosfato de potasio 50 mM (pH 7. 2). 
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3. Hedici6n d.• la actividad d• tr•n•port• d• •l•ctron••· 

Una vez lograda la incorporaci6n de los complejos 

mitocondriales lI y UI en los liposomas~ se determin6 su 

actividad desde el succinato hasta el citocromo c. El tr:-ansporte 

de electrones se determin6 espectrofotométricamente al seguir la 

reducción del citocromo e a 550/540 mn en el espectrofot6metro de 

doble rayo A.minco OW Ut UV/VIS (modo dual). 

Reactivos 

- Fosfato de potasio 50 11\M (pH 7.2) 
- succinato de sodio 1 M 
- Liposomas 
... Citocromo e de caballo 2 mM 
- Antimicina 10 uq/ml 
- Oesoxicolato de potasio al 10\ 
- Tenoil-trifuoro-ace:tona O.l M en etanol. 

En una celda de cuarzo se colocaron 2 ml de fosfato de potaaio 

50 mM (pH 1. 2) i 10 µl de succinato de sodio 1 M y 25 )11 de 

liposomas y se incubaron a 37ºC durante S minutos. Una vez 

incut>ada la muestra, se trazó la basal {para comprobar que no 

existia reducción qu1mica) y se inici6 la reacci6n con 30 µl de 

citocromo e de caballo oxidado. La reducci6n del citocromo c se 

siguió por el cambio de densidad 6ptica a 540-550 nm en un 

espectrofot6mctro W/VIS AMIHCO OW 2a. 

La inhibici6n del transporte de electrones se midió ~l a9re9ar 

al ensayo 10 µl de antimicina {inhlbidor especifico del complejo 

III) o 5 µl de TTFA {inhibidor especifico del complejo II). Una 

tercera: forma de detener el transporte de electrones fue 

adicionar 20 µl de desoxicolato de potasio (concentraci6n final 

0.1\). 
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Deterainaci6n de Protelna. 

Las determinaciones de prote1na se llevaron a cabo de acuerdo 

al método del Biuret (Garnall y col, 1949) y LOwry (Lowry y 

col, 1951) con las modificaciones realizadas por Mark'olell y col 

en 1978 en donde introduce la utilización de dodecil sulfato de 

sodio {SOS) para solubilizar prote1nas de membrana y evitar la la 

interferencia de otros detergentes, utilizando albúnina sérica de 

bovino como est.!ndar. 

Electroforesis en geles de poliacrllaaida en presencia de sos. 

La electroforesis se realiz6 de acuerdo al método de SchMgger y 

von Jago'ol (1987) que resuelve eficientemente proteínas con peses 

moleculares 111enores a 100 kDa. La separación se llev6 a cabo 

con dos concentraciones distintas de acrilar.iida. El gel separador 

contenía 16\ de acrilamida y el de ciuestra 4\, las muestras se 

digirieron con una mezcla de sos, Tris, glicerol, azul de 

Coomasie G y S mercapto-etanol. Una vez digeridas las muestras se 

cargaron al gel y se corrieron a 100 volts durante toda la noche. 

Terminada la electroforesis, los geles se fijaron, tit\eron y 

destif'leron hasta que las bandas de interés se observaron con 

claridad (Schagger y von .Jagow, 1987). Se realizaron también 

tinciones de plata de acuerdo al método descrito por Oakley y col 

(1980). 

49 



RESULTADOS 

Los resultados que se presentan en este trabajo incluyen un 

compendio de varios métodos de purificación del complejo II 

mitocondrial reportados, as! como una serie de modificaciones 

realizadas a dichas técnicas, que condujeron a establecer una 

nueva técnica de aislamiento del complejo. 

El primer objetivo planteado para la realización del trabajo 

consistió en la purificación del complejo II mitocondrial con un 

alto qrado de pureza y de forma activa. Para llevar a cabo lo 

anterior, primero se siquieron diversas técnicas de purificación 

de esta protelna ya reportadas en la literatura. 

La primera de ellas fue la propuesta por Zieqler y Rieske 

(1967} que consistió bAsicamente en la solubilizaci6n de las 

mitocondrias con cola.to de potasio y precipitaciones 

diferenciales con sulfato de amonio, para posteriormente 

precipitar la prote!na con etanol, centrifugarla y homogenizar el 

sobrenadante con ciclohexano. Las precipitaciones con solventes 

org4nicos mostraron ser irreproducibles, ya que produjeron 

rendimientos bajos tanto de la protelna coco de su actividad, Por 

lo anterior, se omitieron estos pasos y se car96 directamente la 

protelna obtenida por la metodoloqia anterior, a una columna de 

filtración en gel (Sephadex G-25) de la que se obtuvo el perfil 

de elución que muestra la figura l4a. se juntaron las fracciones 

11 a 15 ,Y se les determinó actividad, obteniéndose un valor para 

la actividad especifica de o. 772 µt1olas OC:IP red/min/mg prot. La 

figura 14b muestra el patr6n electroforético de la proteína 

obtenida por esta técnica (en el carril 6), el cutil presenta un 

enriquecimiento en la banda de 70 kOa, sin embargo, se presentan 
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7 bandas contaminantes. 

El rendimiento de la purificaci6n por este J:iétodo fue bajo, ya 

que a partir de 1269 Qg totales de proteína, se obtuvieron 6, 04 

mq de enzima parcialmente purificada, lo que representa un 

rendi11iento de la purificación de º·'"· 
El siguiente intento por aislar el complejo II lo constituyeron 

las modificaciones realizadas por Mowery y col en 1977 a la 

técnica de Rieske previamente %:lencionada. Los resultados de esta 

técnica fueron pr!cticamente los I:liseos que con la técnica 

anterior, la ho.z:i.ogenizaci6n con ciclohexano de esta técnica 

tampoco realizo. La figura 15 muestra el patr6n 

electrotorético del complejo II obtenido por esta técnica. 

La siguiente fase en el proceso de purificación del col!lplejo II 

la constituyó la introducción de una columna de intercat:ibio 

iónico (DEAE: Bio9el-A). Con este fin, se aisló el co.t:plejo II de 

acuerdo con la técnica de Rieske (1967) hasta antes de la 

precipitación con etanol, es decir, al solubilizar la proteína 

con colato de potasio y precipitarla con sulfato de amonio. La. 

muestra anterior se trató con O.J mg de lauril r.ialtósido/mg de 

protelna y se cargó a la colucina de intercambio i6nico, 

lo que permitió obtener el perfil de elución y el patrón 

electroforético que se ouestran en la figura 16. El gradiente 

utilizado para eluir esta protelna fue de O a JOO mM de NaCl de 

acuerdo con lo reportado por Ljungdahl y col (1907). 
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Figura 14. Perfil de eluci6n del conplejo II de una colut:Jna de 
filtraciór, en gel {Sephadex G-25) (A). Patr6n electroforético (B) 
en geles de poliacrilanida al 16% en presencia de sos de las 
fracciones obtenidas durante la purificación del co~plejo II 
según la tócnica de Ziegler y Rieske, 1967: l} y S)sobrenadante 
de la precipitación al 23.5\, 2) y 9)pp de la nisna fracción, 3) 
y 10) sobrenadante de la fracción 56\ de saturación con sulfato de 
ar:ionio, 4) y ll)precipitado de la ri.isr..a fracción, 5)bc 1 , 
6) y 12)fracciones 11 a 15 obtenidas de la colu~na y 7)citocrot:io 
oxidasa. 
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Figura 15. Patrón electroforético en geles de poliacrilamida al 
16% en presencia de sos del concentrado de las fracciones 
obtenidas de la cromatograf!a en Sephadcx G-25 {l) de acuerdo al 
mt!todo descrito por Mowery y col { 1977) (carriles nones). Los 
carriles pares contienen complejo bc 1 corno marcador de peso 
molecular. 
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Figura 16. Aislarciiento del cooplcjo II (Ziegier y Ries~:e, 196/ y 
Ljungdahl y col, 1987). Perfil de elución del co:::plcjo Il 
t:1.itocondrial (A), e luido de una colunna DEf,E-Biogel ¡, con O. 3 r:1q 
lauril rnaltósido/~g prot y un gradiente de HaCl de O '' 300 t:lM. 
(B) Patrón elcctroforético en geles de poliacrilanid<1-SDS al 16% 
del complejo 11 obtenido de la cron~tografí,1 anterior, los 
carriles 1 a 9 contb:men las fracciones .;.; a 3() y los c1H"rilcs 11 
a 16 las fracciones lQ a 5 y el carril 10 contiene 20 µg de bc 1 • 



El complejo II obtenido por esta técnica mostró también 

contaminación por algunas de las subunidades del complejo III. 

Probablemente este últico coc:plejo se disgre96 debido a la 

concentraci6n relativamente alta de detergente utilizado en la 

solubilizaci6n. La presencia de las subunidades del complejo III 

como contaminantes se confirmó por medio de inmunotransferencias 

de el complejo II obtenido de la cromatograf1a, con anticuerpos 

espec1ficos contra las subunidades I, II, fe-s, b, c 1 y VI del 

complejo III (resultados no mostrados), 

Para solucionar el probleoa anterior, se probaron 

concentraciones I:enores de lauril malt6sido (O, o. 05, O. 1, o. 2 y 

0.3 mg det/t:tg prot} y se cambiaron las condiciones de eluci6n, ya 

que se pens6 que un gradiente discontinuo en dos secciones {O a 

150 y 150 a 400 mH de HaCl) pennitir1a separar J:Jejor al co111plejo 

II del III, ya que éstos eluyen en condiciones distintas de 

fuerza i6nica: el co::iplejo II lo hace a concentración baja y el 

III a concentraciones mayores de HaCl. Del experimento anterior 

realizado en columnas pequeflas de DEAE-Biogel A (2.5 ml), se 

obtuvieron los perfiles de eluci6n coeparativos de la figura 17, 

donde se observa que un increriento en la concentración de 

detergente, permite una mayor uni6n de la protelna a la resina, 

as! cor:10 la obtención de picos mayores de proteína 

correspondiente a los cor.iplejos II y III al eluir con las sales. 

El mejor perfil de eluci6n obtenido fue el de 0.3 mg det/mg prot 

(ya que el pico correspondiente al complejo II es el mAs grande), 

sin embargo, dicha concentración aún disocia a las subunidades 

del complejo III (resultados no nostrados) por lo que se decidió 

incubar las preparaciones subsecuentes con 0.2 mg det/mg prot. 
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Figura 17. Perfil de eluci6n comparativo del complejo II 
solubilizado con diferentes concentraciones de lauril maltósido y 
elu1do de columnas DEAE Biogel-A con gradientes de NaCl de O n 
150 ?:.M. 
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El perfil de e.lución, a:s1 cotno el patrón electroforético del 

complejo 11 obtenido con 0.2 mg de lauril malt6sid.o se presentan 

en la figura 18. El valor de actividad ol:l.t-enido para el coi:11plejo 

II puri!icado por esta técnica fue de 0.4 µmolas OCIP red/t:iinfmg 

prot. Por lo tanto, el grado de pureza que se obtuvo al combinar 

las técnicas de Ziegler y Ries>:e (1967) y Ljungdahl y col (198?) 

fue bastante alto, ya que se presentó ri.uy enriquecida la 

subunidad de 70 i'.Da y senor cantidad de bandas contaminantes. Sin 

ecbar90, los valores de actividad encontrados para esta 

preparacic5n fueron relativauiente bajos. 

Con la finalidad de obtener valores ti.\s altos de actividad, se 

utili26 la técnica reportada por Yu y Yu (1982) para la obtención 

del complejo II-lII. A esta técnica se le introdujo la obtención 

de particulas submitocondriales y se llevó a cabo en dos etapas: 

l} la preparación del supraco:iplejo II-Ill crudo, que consiste 

blisica111ente en activar las particulas subinitocondriales con 

succinato de sodio y precipitarlas secuencialmente con sulfato de 

a1:4onio y 2} la preparación de supracotiplejo II--III puro que 

implica la solubilizaci6n de la prote1na obtenida de la rase 

anterior con desoxicohto y la precipitación secuenchl de ésta 

con acetato de at11onio. El qel de la figura 19 muestra que la 

fracción e a 13\ de acetato de aJllonio presenta mayor 

enriquecimiento en el complejo II, evidente por la presencia de 

las subunidades mayores de éste (70 y 27 kOa). El resto de las 

fracciones contenta muy baja concentracic5n de proteina, por lo 

que no se consideraron para continuar con la purificaci6n. 
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Figura 18. Aislamiento del complejo II. (Ziegler y RiesJ.:e, 1967 y 
Ljungdahl y col, 1987), Perfil de elución (A) de los complejos 
II y III solubilizados con 0.2 mg de lauril rnaltósido/mg prot y 
elu1dos de una columna OEAE Diogel-A con gradientes de UaCl de O 

z 
o 
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a 150 y 150 a 400 rnM. (B) Patrón electroforótico en geles de 
poliacrilamida-sos al 16\ de los complejos aislados: l)complcjo 
II (fracciones 21 y 22) {20 µg), 2)complejo III (fracciones 41 y 
42) (20 µg) y 3) bc 1 (20 µg). 
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Figura 19. Purificación del supracor:iplejo II-III ('iu y Yu, 1982}. 
Precipitaciones secuenciales con acetato de amonio: 1) y 3) 
fracción O a 8%, 2) y 4) fracción 8 a 13\. 

La fase siguiente consisitió en incubar el supracoraplejo II-III 

con distintas concentraciones de lubrol PX, CHAPS y de lauril 

rnaltósido en un ensayo cor.iparativo, ya que se pensó que el 

detergente podia ser el causante de la inactivación del complejo. 

La figura 20 presenta los valores de actividad obtenidos de la 

incubación con estos detergentes: el lauril r:ialtósido y el CHAPS 

presentaron un conportaniento nuy senejante, un pico de 

activación a 0.1 ::ig de detergente/r.:g de proteina y la disr.iinución 

de ésta a concentr,1cianes i"!ilJ'ores, sin llegar- a inactivarse 

cor.ipletarnente. 
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El exper icen to anterior en que se enplearon concentraciones 

crecientes de lauril malt6sido, indicó que una relación de o. 2 mg 

de lauril r.ialt6sido/rng de proteína perr.iitia obtener buenos 

rendimientos en la columna y corno la curva de activación para 

ambos detergentes era nuy secejante, se decidió probar 0.2 rng de 

CHAPS para solubilizar la muestra obtenida por la técnica de 

Ries~:e y posteriorr.iente cronatografiarla. El patrón 

electrof'orético de la figura 21 r..uestra la pobre solubilización 

que se logra con este detergente. Ho se probaron otras 

concentraciones de este detergente porque la curva de actividad 

indicaba que la actividad disninuia confon:-.e se increnentaba el 

detergente. 

Figura 21. Patrón electroforético en geles de poliacrilarnida-sos 
al 16\ del conplejo II-III solubilizado con 0.2 ~g CHAPS/mg prot, 
1) y 4) sobrenadante, 2) y 5) precipit'1do, 3) '/ fi) bc 1 . 
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La siquiente opción fue la utilización del detergente Lubrol 

PX, ya que Kita y col en 1989, reportaron la utilización de este 

surfactante en el aislamiento del complejo II de L ~. La 

concentración utilizada por Kita y col para solubilizar las 

membranas de la bacteria fue de 4\ final de detergente y 1\ para 

eluir la columna. La incubación del complejo II-III se llevó a 

cabo con concentraciones c.enores del detergente, con 1\ final de 

Lubrol PX y la eluci6n se realizó con una concentración de 0.11 

en el a:iortiquador de corrida. La columna y los gradientes de 

elución tuvieron las :nist1as condiciones que en los experü:ientos 

anteriores, la única variaci6n la constitu~·ó el detergente en el 

amortiguador. El perfil de eluci6n, as1 corno el patrón 

electroforético del cor:;plejo II obtenido por esta técnica se 

muestran en la f iqura 22. 

El grado de pureza del cot1plejo II obtenido por esta llltima 

técnica fue t1ucho :nayor al combinar los diversos métodos de 

purificación, aunque la preparación siguió presentando valores de 

actividad bajos. Se realizó una curva de titulación de actividad 

en función de la concentración de prote!na, que se muestra en la 

figura 2J, donde se observa un increr:;ento de la actividad en 

función de la cantidad de protelna. 

Los valores bajos de actividad obtenidos con todas las técnicas 

de purificación se atribuyeron a la delipidaci6n del cotiplejo 

debida a la utilización de detergentes y sales de anonio durante 

el proceso de aislarüento. Salerno y col (1986), reportaron que 

la adición de 11pidos a conplejos proteicos ::ie::ibranales permito 

reactivarlos. En adici6n, una sugerencia del Dr. Carlos Gómez 

Lojero (CIHVESTA\' del I. P. H.) durante una presentación parcial 
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Figura 22. Aislamiento del complejo II mitocondrial (Yu y Yu, 
1982¡ Ljungdahl y col, 1987 y Kita y col, 1989). (A) Perfil de 
elución del complejo II-III solubilizado con 1\ de Lubrol rx y 
eluido de la columna OEAE-Biogel-A con un gradiente de NaCl de 
O a 150 mM. (B) Patrón electroforético en geles de 
poliacrilamida-sos al 16% de las fracciones obtenidas de la 
cromatografla de intercambio iónico, l)Complcjo II-Ill 
solubilizado (10 µg), 4)bc1 (10 µg), 2), 3), 5) y 6) tracciones 31 
a 39: complejo II puro (20 µg), 7), B) y 9) fracciones 61 a 89: 
bc1 puro (20 µg). 
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Fiqura 23. Actividad del co:iplejo II puro en función de la 
concentración de protelna. El cocplejo lI se aisl6 en presencia 
de U de Lubrol PX. 
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del presente trabajo en el XVIII Congreso nacional de Bioqulnica, 

(11 a 16 Uov. 1990, SLP, México), nos llev6 a incluir tanto 

11pidos como ubit;uincna 10 durante la resolubilizaci6n con el 

detergente Lubrol PX y la cro~atoqrafla de interca:4bio i6nico. 

Con este fin, el complejo II .... lll aislado p-0r lct. técnica de Yu .,. 

"iU {1982). se incub6 con 1' de Lubrol PX, 0.5 ng de asolectina/1:19 

prot y 0.1 ~9 de ubiquinona 10/r.g prot r se cror.iatoqrafi6 en una 

columna de DEAE Biogel-A previa~ente equilibrada con un 

am.ortiquador que contenta Tris 20 i=..M, FMSF 2 ~. O. U de Lubrol 

PX, Q.5 =9 de asolectina/r.·l de a~ortiquador y 0.1 ¡:;q de 

ubiquinona 10/z:;l de aoortiquador {¡::H 7. <). El perfil ae eluci6n, 

as1 co1:10 el pa:tr6n electroforético del cooplejo I1 obtenido por 

esta técnica se presentan en la f ígura 24, donde se observa que 

el cocplejo está prActicar:ente puro, las subunidades de alto peso 

encuentran ::uy enriquecidc?ts }' las de bajo peso nolecular se 

encuentran presentes en esta preparación. El valor de actividad 

encontrado para esta ?::.uestra fue de 17.9 µ:::olas OCIP/rün/~q 

prot., es decir, :c:As de 25 veces los valores obtenidos con los 

~étod.os desct"itos anterion=ente. 

Para coc:probar el efecto de los fosColfpidos 'i la quinona 

adicionados al co::plejo rr durante su purificaci6nt se puri!ic6 

este coi::.plejo en presencia t ausencia de asolectina y quinona, 

manteniendo el resto de las condieiones constantes con la 

finalidad de que a::..bos siste::as tuvieran las misr.::as condiciones y 

pudieran co::par-arse confíablecente. Los perfiles de eluci6n y el 

qel comparativo se presen'tan en la figura 25. Uo se presentó 

variación en el perfil de eluci6n ni en el patrón electroforét:ico 

de los co~plejos aislados con y sin la ac:Hción de fosfol1pidos y 
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Figura ?.~. hislaniento dol co~pleJo II ~itocondrial en presencia 
de fos!ollpidos y quir.::r.,'! ('iu y Yu, 1982; Ljungd.:ihl ~· col, 1987 y 
Kita y col, 1969). (A) Perfil de eluci6n de los conple)OS II y 
III solubilizados con 1% de Lubrol PX en presencia de o. 5 mg de 
asolectina¡r.,g do cor:'.plejo II-III y 0.1 r:ig de l'QlO/ng de complejo 
II-III y eluidos con gradient.es de HaCl de o a 150 y 150 a 400 
nM. (B) Patrón electroforético en geles de poliacrilanida-sos de 
las fracciones JO a 38: co:::plejo I! {l, 3, 5 J' 7) y 51 a 70; 
cor::.plejo !II (2, 4, 6 y B}; todos los carriles contienen 10 µg de 
proteina. Tinci6n con plata. 
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quinona. La actividad, sin er.ibargo, s1 presentó gran diferencia, 

ya que el valor de ésta para el complejo aislado sin fosfol1pidos 

fue de 4 .11 µmolas OCIP red/min/r:tg prot, l:l.ientras que para el 

coniplejo aislado en presencia de fosfol1pidos fue de 22. 23 µmolas 

OCIP red/min/mg prot, lo que significa 5 veces mAs actividad en 

presencia de 11pidos y qui nona, ésto indica que la presencia de 

estos dos factores brinda estabilidad al cooplejo y por tanto 

necesaria durante su aislamiento. Se realizaron t:1ediciones de 

actividad en presencia de fosfol1pidos y quinona del cot:1plejo II 

aislado en ausencia de éstos, donde se encontró que no 

presenta activación por la adición de estos factores. 

La tabla Ill resume el proceso de purificación del co~plejo II 

ec.pleando la técnica desarrollada a partir de conjuntar las 

técnicas de Yu y col (1902}, Ljungdahl y col (1907} y Kita y col 

(1989). 

TABLA III 

PROTEIHA ACTIVIDAD 

PASO Vol. mg/cl Prot. Unid. Unid. 
DE PURIFICACIOH (ml) tot. /ml tot. 

Hl tocondr ias 128 42. 5 s5.;.o 0,41 61. J 
PSM SJ 45 .5 2411 o. 51 JO. 3 
e II-III crudo 2. s 63 .o 151. 5 10.44 21.4 
e II-III puro•• 2. 6 13 .6 35. 4 15.23 39. 7 
e II-III puro ac•3. 5 10 35 20.56 49 .9 
e 11 puro J. 2 l. 2 3. 04 39.95 63.9 

Ensayo de prote1na: Garnall y col, 1949. 
Hark'Well y col, 1970. 

Ensayo de actividad: Hatefi y Stigall, 1978. 
Mitocondrias: Lé>'W y Vallin, 1963. 
PSM: Lee y Ernster, 1967, 
Cot11plejo Il-III crudo y puro: 'iu y '{u, 1902. 
Complejo 11-III puro activado: Kita y col, 1909. 
Cor.i.plejo II puro: Ljungdahl y col, 1987. 
** Co::iplejo II-III puro. 

Act, 
esp. 

0.2.i 
0.20 
5. 49 
0.00 
23 .4 
32 .o 

Rend. Veces 

<'> purif 

100 1 
43. 5 l. 2 
2. 8 2J 
0.63 JJ 
o. 63 96 
o. 07 132 

* Complejo 11-III puro y activado con 1\ de Lubrol PX, o.s JDg 
asolectina/mg prot y 0.1 mg: ubiquinona 10/mq prot. 
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complejo II-111 y O .1 mg UQlO/m9 complejo II•Ill y elutdos de 
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Caracterización parcial. 

El segundo de los objetivos lo constituyó la caracterización 

parcial del complejo U mitocondrial aislado. La caracterización 

se centró en dos aspectos: l} actividad reductora de la quinona 

medida indirectamente al seguir la reducción del DCIP, mediada 

por PMS y 2} determinación del espectro de absorción del 

complejo. 

1) Actividad.. 

La actividad reductora de la quinona llevada a cabo pe el 

complejo 11 mitocondrial purificado, se cuantificó a diferentes 

temperaturas, se encontró que la incubación a J7ºC brindaba los 

valores mAs altos de ésta. 

Se cuantificó el efecto del ticrnpo de incubación en la 

actividad del complejo II incubado a 31 •c. El tiempo óptimo de 

incubación encontrado fue de 10 minutos (6J. 2 µmolas DCIP 

red/min/mg prot) 1 ya que a tiempos menores y mayores que éste, so 

obten1an valores de actividad rnenores (42.l ¡nnolas OCIP 

red/min/mg prot para S minutos y 28 .1 µmolas OCIP red/min/mg prot 

para 20 minutos), Lo anterior indica que en nuestras condiciones 

experimentales, la incubación a 37°C durante 10 minutos, permite 

alcanzar la mAxima activación del complejo. 

se obtuvieron curvas de titulación de actividad por incremento 

de la concentración del complejo (de O a 200 µg) y se encontró 

que el valor de actividad era proporcional a la cantidad de 

enzima pura adicionada al ensayo (resultados no mostrados), 

2. Eapeotro de Abaorci6n. 

La figura 26 contiene el espectro de absorción diferencial 

(reducido vs. oxidado) del complejo II tnitocondrial, 
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En la forma oxidada (en presencia de ascorbato), la zona del 

Soret presenta un m.!xicio de absorción a 414 m:i, desplazAndose 

hacia 424 en la forma reducida con ditionita. El pico presenta 

absorción m.!xima a 560 nm en la fo~a reducida. Los centros Fe-s 

y las flavinas presentes en el complejo II, no tienen un espectro 

definido, pero en (on1a oxidada o parcialmente reducida, 

presentan espectro poco definido en la zona entre 430 y 520 nm. 

En la forna reducida, la sef'lal de estas especies, se pierde casi 

completamente (blanqueo). Lo anterior explica la disminución 

aparente que presenta el pico Soret del citocromo b. 

Recon•tituci6n del traneport• d• el•ctrones. 

La reconstituci6n del transporte de electrones desde el 

succinato hasta el citocromo c soluble, a travós de los complejos 

II y III r:iitocondriales, se llevó a cabo en colaboración con 

Jorge Rar:i1rez Salcedo (IFC, UHAH), se incorporaron estos 

complejos en liposomas que contentan fosfatidil-colina, 

fosfatidil-etanol-aciína y cardiolipina, ya que la proporci6n de 

los dos primeros en la r:iembrana interna mitocondrial es de 

aproxi::iadar:iente 40\ para cada uno de ellos, aún cuando su 

distribuci6n no sea la t:iisma, la fosfatidil-colina se localiza 

hacia el lado citoplAsmico, mientras que la fosfatidil-etanol

atiina lo hace hacia la matriz mitocondrial (Capaldi, 1982). 

La ubiquinona constituye un elemento de unión entre las 

deshidrogenasas y el cocplejo III r!litocondrial. el citocromo e 

realiza el r:iis¡no papel entre los complejos III y IV, ambos 

elementos r.:óvíles de la cadena transportadora de electrones se 
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Figura 26. Espectro de absorción diferencial {oxidado vs. 
reducido} del complejo II c:iitocondrial puro. 

71 



encuentran libres en la mecbrana, pero no tienen la r:iisma 

distribuci6n, ya que la quinona se encuentra completai:iente 

embebida en ésta, mientras que el ci tocro::o e se encuentra en la 

superficie externa de la t:e:brana interna t:iitoconddal (Gupte y 

Hackenbrock, 1988). 

Una vez que se logr6 la incorporación de los cocplejos en los 

liposocas por sonicaci6n, filtración en gel y centrifugación, 

deterl!lin6 el transporte de electrones llevado a cabo por la 

partlcula reconstitulda. La figura 27 nuestra el trazo de esta 

activi.dad, donde se sigue la reducci6n del citocromo e por 

succinato, cediada por ambos cocplejos. La actividad presentó 

sensibilidad a la TTFA y a la anticicina (inhibidores especifico& 

de los complejos II y III respectivacente). La adición de 

desoxicolato inhibi6 el transporte de electrones debido a que 

solubiliza los liposonas y dis::ünuye por diluci6n la frecuencia 

de colisión entre los elecentos de uni6n (citocromo c y 

ubiquinona) y los coi:plejos respiratorios (II y III). La 

frecuencia de estos acercamientos es detercinante para que se 

lleve a cabo el transporte de electrones y está deterninada por 

::iuchos !actores entre los que se pueden mencionar la cocposici6n 

lip!dica, la tecperatura, la concentración de las protelnas que 

se incorporan a los liposomas, etc. (Chazotte y col., 1989). 
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Figura 27. ReconstituciOn del transporte de electrones desde el 
succinato hasta el citocromo e a través de los complejos II y UI 
mitocondriales incorporados en Uposomas. 
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DIBCUSION 

La purificaci6n de una prote!na o complejo proteico constituye 

uno de los pasos escenciales a seguir para su conocimiento 

bioqu1mico. 

El presente trabajo se centra en una serie de modificaciones a 

técnica establecida de purificación del cooplejo II 

mitocondrial, lo que permiti6 el aislamiento de este co111plejo 

respiratorio, as! como su caracterización parcial y la 

reconstitución del mismo en liposomas que contenian quinona y 

complejo III mitocondrial. 

Durante el aislamiento del cooplejo 11, se requiere el 

desplazamiento del oxalacetato que se encuentra pegado a éste a 

través de un puente tio-hemi-acetal entre el sulfhidrilo del 

sitio activo y el oxaloacetato tanto en forma aislada como cuando 

se encuentra en la membrana de las mitocondrias. Este 

desplazamiento se lleva a cabo al incubar las PSM con succinato 

de sodio a 37ºC durante JO minutos (Cecchini y col., 1986). 

El proceso de obtención del supracomplejo II-111 se lleva a 

cabo con detergentes ani6nicos (colato y desoxicolato de 

potasio), que tienen cadenas laterales DUY rlgidas, lo que eleva 

aún t:iAs la concentraci6n a la cuAl for?11an micelas, por tanto, es 

muy fácil eliminarlos mediante diAlisis. 

Para cromatografiar el supracomplejo en una columna de 

intercambio aniónico, se requiere intercambiar el detergente 

cargado (desoxicolato) por uno neutro. Ljungdahl y col en 1989 

obtuvieron buenos resultados en la purificaci6n de cot1plejo III 

con el lauril r.:.alt6sido. El efecto de este detergente en la 

columna puede explicarse cop,o la sustituciOn del desoxicolato por 
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el lauril malt6sido, que de este codo evidenciaria cejor las 

cargas parciales negativas de la proteina conforce se increi:ienta 

la concentración de lauril 1!lalt6sido y por lo tanto, favorece que 

se pegue 1:1ejor ésta a la resina; de cualquier forma, las 

cromatoqrat:ias se ven afectadas por i:1uchos factores, por lo que 

uno solo de ellos no explica en su totalidad el comportamiento 

cromatogrAfico. 

La utilización de lauril malt6sido perniti6 la obtención de 

cot:tplejo 11 con alto grado de pureza, pero con valores de 

actividad muy bajos, por lo que se utilizó otro detergente 

i6nico {Lubrol PX) reportado por Kita y col ( 1999), para aislar 

complejo 11 de fu ~. lo que per-miti6 obtener una preparación 

muy pura de este conplejo y con valores de actividad altos. Ambos 

detergentes tienen concentraciones mi celares cr 1 ticas ouy bajas, 

por lo que su elitünaci6n no puede llevarse a cabo fácilmente por 

diálisis. 

El rendimiento de la purificación calculado con base en la 

proteina presente las citocondrias y la proteina (complejo 11) 

recuperada, podria parecer Jl',uy bajo, ya que este valor 

corresponde tan solo a un rendimiento de 0.07\, Sin eribargo, al 

utilizar el valor encontrado por Hackenbrock y col (1996), sobre 

el contenido de cocplejo 11/mq de prote1na en las mitocondrias 

(0.027 nmol/mg) y relacionarlo con el peso molecular del 

complejo, obtenido por la su::ia de los pesos de sus subunidadcs 

(126,000 Da); se encontró que la técnica 1:1odificada en el 

laboratorio para el aislacient.o del cooplejo 11 peroit.e recuperar 

el 20.4\ del cooplejo t.otal presente en las oitocondrias, lo cuAl 
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es comparable con los l!lejores rendimientos reportados por Rieske 

en 1967 (aproximadamente el 20\) para el aislamiento del complejo 

III mitocondrial, lo que indica que el método desnrrollado en el 

laboratorio permite obtener complejo Il con muy buenos 

rendimientos tanto de prote1na como de actividad. 

Una vez obtenido el complejo puro y activo, se procedi6 a su 

caracterización electroforética, al seguir su actividad de 

diaforasa y determinar su espectro de absorci6n. 

1. earacteri1aci6n elect.roforlt.i~. 

La caracterización electroforética reveló la presencia de 4 

subunidades, una de 70 kDa y una de 27 kOa, correspondientes a 

las subunidades Fp Ip respectivamente y pequel\as 

correspondientes a las subunidades de anclaje (citocromo b}, 

éstas dos 0.ltimas son muy hidrof6bicas y poco evidenciables en 

tinciones con Coomassie y plata, debido tal vez a que durante la 

electroforesis pegan mas sos que las subunidades solubles y por 

lo tanto interaccionan m.!s débilmente con los colorantes. Otro 

efecto puede deberse directamente a la baja o nula presencia de 

grupos carqados en estas subunidades, que se til'len con menos 

resolución que las subunidades carqadas. 

z. &•p•ctro d• Ai>•oroi61h 

El espectro de absorci6n (oxidado con aire vs reducido con 

ditionita} de la protetna purificada revel6 la presencia del 

citocromo b, sin eto.barqo, experimentos realizados con succinato 

como agente reductor (no incluidos), mostraron que este citocromo 

no es reducible por este agente, coco tato.poco lo es el citocromo 

b del complejo de la fumarato reductasa. Ambos citocromos 

presentan potenciales redox medios negativos (-200 y -1s mV 
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re•pectivamente), mientras que el E:m para el succinato es de 

+0.19 aV, por lo que en principio, estos citocromos no presentan 

un potencial redox lo suficientemente positivo como para ser 

reducidos por el succinato. Sin embargo resulta interesante que 

en el ca•o de L s:2ll y de levadura el citocromo b s1 es 

reducU::ile por •Uccinato {Ackrell y col, en prensa) lo anterior 

peralte preguntarnos; ¿es este citocromo una reminisencia del 

pa•ado? ¿CU61 es su papel en la actividad del complejo y en su 

enaaablaje a la membrana? Es solo un elemento que se adicion6 a 

la enzima soluble para anclarse a la membrana y adem6s modificar 

las propiedades de la enz.iaa citopU.smica y con el tiempo perdi6 

o modific6 estas caracter1sticas7 Todo lo anterior constituyen 

interrogantes que aO.n no tienen una respuesta concreta para 

nosotros. Sin embargo es importante notar que el complejo 11 

mitocondrial presenta auchas caracter1sticas semejantes al 

complejo de la fumara to reductasa, tales como el no.mero de 

aubunidades, los grupos prostéticos, la reacti v idad a 

inhibidores, la secuencia de algunas subunidades, etc. Esto 

permite hacer una suposición sobre el posible origen, evolución y 

relación de estos complejos. 

El complejo fumarato reductasa (FRO) se encuentra en 

organismos anaer6bicos y facultativos, pudiendo localizarse tanto 

en la membrana como en el citoplasma. La especie membranal 

cataliza la fase terminal en el transporte anaer6bico cuando el 

fumarato se utiliza como oxidante de h cadena respiratoria, su 

función es regenerar el succinato a partir de tumarato a través 

de una quinona, para loqrar la reincorporaci6n del succinato al 



ciclo de Krebs y por tanto, generar mas potencial reductor (Unden 

y KrOger, 1981). 

Estructuralmente, la FRO de :"embrana está constituida por dos 

subunidadP.s hidrof i licas con Mr de 66 y 27 kOa y dos subunidades 

hidrof6bicas con Mr de 15 y 13 kOa en fu. ~ (Cecchini y col, 

1986). La ubicaci6n de esta enzica en la mez:ibrana es cuy 

ser.ejante a la que presenta el cor.iplejo lI mitocondrial, ya que 

las subunidades hidrofilicas 

por el citocromo b. 

encuentran ancladas a la membrana 

Diversos estudios reportados en la literatura (Ackrell y col en 

prensa) muestran que existen muchas set.1ejanzas entre el cot.1plejo 

FRO y el complejo Il mitoconddal, protelnas que llevan a cabo 

funciones inversas. 

Las ser.iejanzas entre estos dos cocplejos no s6lo se limitan al 

aspecto estructural, sino a las secuencias, a los grupos 

prostéticos de las subunidades catallticas, reactividad a 

inhibidores, etc (Cecchini y col, 1986). 

Mor!ol6gicaoente at:1bas enzioas estAn constituidas por dos 

subunidades mayores e hidrofllicas, que contienen los mismos 

grupos prostéticos (FAD J' 3 centros Fe-S) y una o dos subunidades 

de anclaje a la r::iembrana y que presentan caracterlsticas de los 

citocromos b. El malonato resulta ser un inhibidor competitivo 

que presenta efectos sobre la actividad de las dos enzimas. 

De lo anterior, se puede inferir que existe una relaci6n 

evolutiva nuy cercana entre estos dos co:::plejos proteicos, 

se puede pensar que la FRD soluble se encontraba en los 

organisr.ios que vivieron r.iientras las condiciones del medio 

fueron oxidantes y reciclaba UAD mediante la fen:ientaci6n y el 
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ciclo de Krebs. El siguiente paso consisti6 quizá en acoplar la 

fosforilación al transporte de electrones al asociar la enzima a 

la cenbrana r.iediante una subunidad hidI"of6bica que contuviera 

también al citocromo b, asi coco en la introducción de un 

transportador de electrones mec.branal {quinonas). 

Para que la enzima pudiera llevar a cabo la reducción del 

succinato, se requirió que el tipo de unión del sitio FAD al 

resto de la subunidad Fp fuera covalente, lo qu~ quizá caus6 la 

capacidad de modular su potencial cedio de 6xido-reducci6n. Lo 

anterior se realizó a través de la introducción de un residuo de 

histidina que pudiera llevar a cabo la unión de tipo a -» 
histidil-FAO, cuyo propósito serla cambiar el estado de 

transición de la reacción, lo que permitió la oxidación del 

succinato por incret1ento del potencial redox de la flavina. 

(Ackrell y col. en prensa). Lo anterior se ha comprobado con 

~utantes de ,&. ~ que carecen de este residuo (Y por tanto del 

enlace covalente) tampoco pueden oxidar succinato (Ackrell y col, 

en prensa). 

En estudios del genoma de t. &Ql..i se han encontrado los genes 

que codifican para ar.ibas enzitias, su expresión depende de las 

condiciones del medio, ya que en condiciones de anaerobiosis la 

expresión del complejo lI se encuentra reprimida, t:1ientras que 

cuando se incorpora el oxigeno, la expresión de la FRD se 

repric:e (Ackrell y col, en prensa). 

La presencia del cor.iplejo FRO en organist:1os considerados como 

ancestrales co~o las arqueobacter ias, aunada a la infon:iaci6n 

anterior, hace suponer que la FRD se presentó primero durante la 
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evolución, cuando la at?:16sfera no contenía oxigeno y que con la 

aparición de este elemento, se favoreció la generación de poder 

reductor a partir de un complejo que funcionara en el sent:ido 

inverso al de la FRO, ya que el acoplamiento de esta fase al 

mecanismo de obtención de energía desarrollado a partir de la 

presencia del oxigeno (fosforilaci6n oxidativa} era mucho m.\s 

eficiente que la fermentación o que el ciclo de Krebs en forna 

aislada (Gómez Lojero, 1989). 

3. Actividad d• diafor•••· 

La actividad de diaforasa que se encontró en el complejo II 

aislado presentó valores cor:iparables con los l:'l.\S altos reportados 

en la literatura (31 y 50 a 55 J,Jcolas OCIP red/min/cg prot 

respectivamente) (Ackrell, 1980; Capaldi, 1982; Hatefi, 1978), 

El centro Fe-s J del complejo II ::iitocondrial es el donador 

directo de los electrones hacia la qui nona, este centro presenta 

una sensibilidad muy marcada a la presencia de oxigeno, sufre 

degradación oxida ti va, por lo que muchas de las preparaciones 

realizadas anteriormente no presentaban actividad reductora de 

qui nona. Se ha propuesto que este centro está expuesto 

directamente hacia el medio y por tanto es mucho mAs sensible a 

la presencia de solventes o de oxigeno. La enzima aislada por el 

método desarrollado en el laboratorio presenta actividad 

reductora de quinona, tanto en el ensayo calorimétrico como en 

experimentos con la enzima reconstituida en liposomas, lo que 

implica que aún sin utilizar condiciones de anaerobiosis se puede 

obtener un complejo II puro sin daflar los centros Fe-s. La 

obtención de la enzima sin daflar dicho centro puede deberse a que 

en nuestro método se incluyen los fosfol!pidos y la quinona 
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(aceptor end6geno de los electrones} lo que permite mantener la 

asociaci6n con el citocromo b mecbranal, lo cuál hace conservar 

un microambiente m.!s seti.ejante a las condiciones in Yill de la 

enzima. Se han realizado estudios que indican que la e>o::tracci6n 

de la quinona resta el 50\ de la actividad reductora de PMS de la 

enzima en un ensayo colorir.:étrico (Rossi y col, 1970}. 

Recon•tituci6n d•l tranaporte d• electrone11. 

La reconstitución del transporte de electrones se realizó 

incorporando dos complejos respiratorios (Il y III) en liposocas, 

as1 como los eler::ientos de unión entre estos complejos (ubiquinona 

y citocromo c) cuya función es la de mediar el paso de electrones 

entre dichos complejos. Se han descrito diversas técnicas para 

incorporar complejos proteicos me::ibranales en estas vesiculas 

artificiales. Entre otros, podemos distinguir la incorporación 

por diálisis, por dilución o por congelamiento-dcscongelamiento 

(Racker, 1975; Ram1rez y col. 1 1987; Hacker y Racker, 1979). En 

nuestras manos, el método que proporci6 mejores resultados fue la 

formación de los liposomas en una columna de filtración en gel, 

la cuál perr:dti6 la incorporación de ar:ibas proteinas 

simult.!neamente y la remoción del Lubrol PX remanente. La 

introducción de la ubiquinona 10 a este sistema permitió seguir 

la actividad real que lleva a cabo el complejo 11 en las 

mitocondrias, ya que este compuesto es su substrato endógeno. La 

alta hidrofobicidad de este componente itipide su utilización 

directa en ensayos acuosos, sin er.tbargo, incorporación junto 

con los fosfolipidos durante la forinaci6n de los liposomas evita 

este problema. Lo anterior implica una ventaja mas en este 
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sistema, ya que la medici6n de actividad del complejo II 

reconstituido nos permite acercarnos un poco mas al conocimiento 

de la enzima en condiciones muy semejantes a las que tiene in 
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CONCLOSIOKES 

La realización del presente trabajo perciti6 concluir lo 

siguiente: 

l. La co:Winaci6n de diversas técnicas para la obtención de 

los complejos proteicos respiratorios II y III, (Yu y col, 1979; 

Kita y col, 1989 y Ljungdahl y col, 1987) peraitíó el 

estableciciento de un nuevo cétodo para el aislamiento del 

complejo II citocondrial sin la utilización de solventes 

or9Anicos, ya que éstos se usan en un paso dificil de reproducir 

en las técnicas reportadas, debido a que discinuz•en notableti.ente 

el rendiciento de la purificación, as! 

parciah:ente a la prote!na. 

inactivan 

2. El ::étodo establecido en el presente trabajo para el 

aislamiento del cocplejo II peniiti6 obtener un complejo con alto 

grado de pureza {evidenciable por el patrón electroforético y el 

espectro de absorción del cocplejo), as! coz:io con un valor de 

actividad comparable con los t1As altos reportados en la 

literatura. 

J. La presencia de fosfollpidos y qui nona es esencial para el 

aislamiento del cotiplejo II citocondrial en forma pura y activa, 

la ausencia de estos elementos discinuye de fonia notable la 

actividad, pero no afecta el grado de pureza con que se obtiene 

dicho cocplejo. 

4. En nuestras condiciones experi::ientales, la temperatura de 

activación del co:::plejo II citocondrial para la reducción del 

OCIP es de J7 •c y el tiecpo de incubación 6ptic:o a esta 

tecperatura es de 10 ninutos. 

5. La reconstitución del transporte de electrones llevado a cabo 
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por los coi:iplejos II y III mitocondriales incorporados en 

liposomas, realizada en el presente trabajo, abre la posibilidad 

futuro de incorporar los complejos respiratorios 

mitocondriales a un sistema lipídico y por lo tanto, reconstituir 

el transporte de electrones a través de éstos, as! como la 

sintesis de ATP en un sistema bien caracterizado. 
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