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RESUMEN

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 tnica proteina
de este ciclo que se encuentra embebida en la nembrana interma
mitocondrial. Su funcién es oxidar al succinato y generar
equivalentes reductores en forma de FADH, que son donados hasta
la poza de ubiquinona de la cadena respiratoria.

El complejo est& constituido por una flavoproteina hidrofilica
{succinato deshidrogenasa) y dos péptidos hidrofdbicos. La
succinato deshidrogenasa cuenta con dos subunidades, una de
tamafio mayor que contiene un FAD, 4 4tomos de Fe y 4 de azufre
l8biles al &cido y que presenta un peso molecular en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS de 70 kDa. La subunidad
pequefia contiene 9 4dtomos de Fe y 10 de azufre también labiles al
&cido, agrupados en 3 centros Fe-5 y su peso nolecular es de 27
kDa, Los dos péptidos hidrofébicos presentan pesos moleculares de
15.5 y 13.5 kDa y su funcién se plantea como la de anclar a la
succinate deshidrogenasa a la membrana, asi como la de
proporcionar equivalentes reductores a la poza de gquinona.

Varias de las técnicas de purificacison del complejo II
reportadas en la literatura emplean solventes orgénicoes. En el
presente trabajo se encontrd que este paso es irreproducible, ya
que el rendimiento de la purificacién es muy bajo y la pérdida de
la actividad del complejo en algunos casos es total. Por 1lo
anterior, se llevaron a cabo una serie de modificaciones a las
técnicas de purificacién reportadas, omitiendo el uso de dichos
solventes, lo que condujo a la cobtencién de un complejo I1 con un
grado de pureza muy alto (evidenciable por el patrén
electroforético en geles de poliacrilamida-sbDS y por el espectro
de absorcién) y valores de actividad (38 pmolas DCIP red/min/mg
prot) comparables con los mas altos reportados en la literatura
del canmpo.

El complejo aislado por esta técnica permitié6 también 1la
reconstitucién de una parte del transporte de electrones llevada
a cabo desde el succinato hasta el citocromo ¢ soluble, a través
de los conmplejos respiratories 1I y III mnitocoendriales
incorporados en liposomas; lo que abre la posiblilidad de llevar
a cabo la reconstitucién del transporte de electrones a través de
algunos segmentos de la cadena respiratoria y de poder pedir el
bombeo de protones llevado a cabo por éstos.



ENTRODUCCION

Todos los organisnos requieren energfa para su crecimiento,
reproduccibn Yy manutencién. Los sustratos primarios en
practicamente todas las formas de wvida son los carbohidrates y
uno de los principales recanisnos de extraceisn de energfa de
estos cophustibles es a través de los procesos de la respiracién
aerobia {Avers, 1986).

En las células procaritnticas la nermbrana plasmdtica lleva la
tresponsabilidad de la conservacidén de la energfa quimica,
mientras que en las células eucariénticas estas funciones se
llevan a cabe en un orgdnulo especializado 1llamado miteocondria

{Karp, 1984}.

I. Las mitocensrias: orginulos especializados en la obtencién ¢
congservacién de la ensrgia.

Las mitocondrias son orgdnulos especializados de forma esférica
u ovolde con dinmensiones de aproximadamente 1 a 2 un de largo y
0.5 a 1 um de ancho, cuyas funciones son 1a conservacién de la
energia formada oxidativamente y su posterior utilizacién en la
sintesis de ATP. Estdn constituidas por dos renbranas: una
externa limitante con el citoplasma y una interna {Tzagoloff,
1982} . La membrana externa es lisa e ininterruppida, mientras que
la interna se invagina a lo large de su superficie. Estas
invaginaciopes llanadas crestas son una caracteristica que
identifica a las nitocondrias al observarlas en el microscopio
electrénico. Esta forma de la rembrana es un recurso que pernite

la insercion de muchas de las enzimas respiratorias y por lo



tanto incrementa la eficiencia metabélica en un espacio reducido
(Avers, 1986).

Algunas de las actividades de la mitocondria se llevan a cabo
en las menbranas, debkido a que en ellas se encuentran integradas
las proteinas que las realizan. Las necbranas de la mitocondria
dividen el orgénulo en dos compartirnientos principales, uno en el
centro de la mitocondria y el otro entre las wmenbranas interna y
externa. El espacioc central se denonina mvatriz Y tiene
consistencia gelatinosa debido a que estd constituida por una
alta concentracién de proteinas solubles. Ademis de algunas
enzimas, la matriz nitocondrial contiene ribosomas {(de renor
tamafio que los encontrados en el citoplasma} y hebras circulares
de ADN.

El espacio intermembranal est4 representado por dos
compartimientos continuos, uno localizado dentro de los
plegamientos de las crestas Yy el otro entre la mermbrana interna
¥ la externa en la periferia del orginulo.

Las propiedades de las rermbranas son nuy diferentes ain cuando
aparecen similares en nicroscopia electrénica. La membrana
externa estd compuesta de aproximadazente un 50% de lipidos que
incluyen al colesterol gque se encuentra en nuy altas
concentraciones, adenis de una mezcla de enzimpas que intervienen
en diversas actividades, tales cono la oxidacién de epinefrina,
la degradacion de triptofano y el alargamiento de los 4acidos
grasos.

La nembrana interna tieme una relacién lipido/proteina alta
{aproxiradamente A4:1 par peso, lo que correspende a 1 rolécula de

protefna por cada 15 de fosfolipido). Se han encontrado



aproxizadamente 60 proteinas diferentes dentro de la compleja
estructura de esta zecbrana., En ésta, précticapente no se
encuentra colesterol, =nientras ¢que la fosfatidilecolina y la
fosfatidil-etanol-amina se encuentran aproxiradazente en el mismo
porcentaje (40%). La distribucién de estos dos dltimos
componentes es asinétrica, ya gue la fosfatidil-etanol-anina se
encuentra predominantemente en la parte de la bicapa lipidica
expuesta hacia la natriz, mientras que la fosfatidil-colina se
localiza en la parte expuesta hacia el lado citoplismico. Per
otro lado, la cardiolipina estd ascciada intimamente con algunas
de las proteinas integrales y aparentezente se requiere para su
actividad, su distribucién se centra hacia el lado de la matriz
ritocondrial (Capaldi, 1982).

En relaciétn a la perceabilidad, la mezmbrana externa es
pradcticarmente perceable, perzite el paso hacia el espacio
intercenbranal de moléculas de hasta 10 kDa. la merbrana interna
en contraste, es muy imperreable y solo percite el pasc de
roléculas myy peguefas y sin carga, Las poléculas pas grandes y
los iones, requieren de sistecas especiales de transporte para
entrar a la matriz.

Como la parte principal de la =embrana interna integra las
crestas mitocondriales, es de esperarse gue en células muy
activas, se presente una proporcisn mayer de invaginaciones, como
es el caso del =Gsculc cardfacoe.

La =itccendria tiene por si aisna saterial genético y la
capacidad de producir ARN adexds de sintetizar algunas de sus

propias proteinas (Karp, 1984).



II. La extraccién de energia de las sustancias de reserva.

La energia necesaria para las células se deriva de las
substancias de reserva. Algunas de estas reacciones (ue
transforman sustratos en conponentes utilizables, son
dependientes de oxfgenc (aercbias) pero otras son anaersbicas y
pueden ocurrir en presencia o ausencia de oxigeno.

La obtencién de energfa en las células, se lleva a cabo
mediante dos procesos principales. Uno de ellos es el denominado
glucélisis que incluye transforraclones quimicas de stubstancias
solubles en el citosol realizadas por enzimas solubles, en esta
etapa no participan las membranas ni se forman gradientes. EIl
otro proceso 1o realizan las mitocondrias, que utilizan
gradientes electroquimicos a través de la membrana como fuente
para la sintesis de ATP (fosforilacién oxidativa},

III. La Respiracién Aerobia: unc Qs los anismos mas eficientes

de obtencién de energia en las células.

En la respiracién aerobia, que ocurre en la membrana interna y
la matriz de las nitocondrias de 1los eucariontes, los
productos de la glucélisis se oxidan completamente hasta €O, y
agua. La energfa de estos sustratos se incorpora finalmente al
ATP, en reacciones acopladas al transporte de electrones a través
de acarreadores exidorreductores hacia el oxigeno molecular.

Las reacciones anteriores se realizan nediante procesos nuy
cooplejos que involucran varios pasos pero pueden agruparse en 4
grandes grupos de reacciones:

1. Fraccionamiento de las macromoléculas en unidades nds pequefas

(proteinas en aminodcidos, polisacidridos en azGcares simples y



grasas en glicerol y &cidos grasos).

2. Oxidacibn de piruvato en forma de Acetil Cok a CO, asociado a
1a reducci6bn de acarreadores de electrones (NAD+ y FAD a NADH y
FADH;} . Estas reacciones ocurren en la natriz o en protelnas
embelridas en la membrana expuestas hacia la matriz.

3. Transferencia de electrones del NADH y FADH, al oxigeno. Estas
reacciones ocurren a través de complejos proteicos asociados a la
nembrana interna y estdn acopladas a la generacién de un
gradiente electrogquimico de protones a través de dicha membrana.
4. Sintesis de ATP.

Cada uno de los dos Gltimos grupoes de reacclones
interrelacionadas, incluye proteinas con niltiples subunidades
con orientacién asimétrica en la nmembrana interna. La figqura 1
resume la secuencia anterior.

1. Gluctliais.

Comprende una secuencia de reacciones que transforman a la
glucosa en piruvato con la generacién de 2 moléculas de ATP. La
reaccién general de este proceso es la siguiente:
Glucosa+2PL+2ADP+2NADY -~~> 2Piruvato+ZzATP+2HADH+2HY+2H,0.

Una vez formade el piruvaro, sufre descarboxilaciones
oxidativas catalizadas por el conplejo piruvate deshidrogenasa
que da lugar a la Acetil CoA medijante la reaccidn genaeral:
Piruivato + NADH + CoA ---~> Acetil CoA + CO,.

2. Ciclo deé Kreba (CK).

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

oxalacetato que genera citrate, el cudl es metabelizado a través

de 5 reacciones de oxidacidn y descarboxilacisén para regenerar al
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Figura 1. El proceso de la extraccién de energia de las
sustancias de reserva se realiza en varias etapas: I)
fraccionamiento en unidades nis sencillas, II) oxidacién completa
de estas unidades hasta CO, en el ciclo de Xrebs con 1la
formacién de eguivalentes reductores (KADH y FADH,), III)
transferencia de electrones desde los equivalentes reductores
hasta el oxigeno molecular a través de los componentes de la
cadena respiratoria y IV) sintesis de ATP (Avers, 1982).



oxalacetato. Estas reacciocnes estin acopladas a la reduccién de
HADY a NADH (en las reacciones de oxidacién de piruvato,
isocitrato,=-cetoglutarate y malato), asi como a la de FAD hacia
FADH, durante la oxidacién del succinato realizada por 1la
succinato deshidrogenasa (Preeble, 1981).

Con excepcién de la succinato deshidrogenasa, todas las enzipas
del CK se encuentran libres en la patriz mitocondrial. La
succinato deshidrogenasa se encuentra unida a la membrana interna
mitocondrial y es la Onica enzima que participa tanto en el CK
cono en la cadena respiratoria (Whittaker y Danks, 1978). La
figura 2 resume esta via metabélica.

3. Cadena Respiratoria.

La cadena respiratoria es una secuencia de reacciones
responsables de la transferencia de electrones desde 1lo0s
substratos hasta el oxigeno molecular que generan un gradiente de
protones suficiente para la sintesis de ATP. En los organismos
eucariontes este proceso se lleva a cabo por complejos
oligoméricos localizados en la membrana interna mitocondrial, los
cudles tienen grupos prostéticos capaces de llevar a cabo la
oxidacién o reduccidén por adicién o eliminacién de electrones o
&tomos de hidrégeno. Los electrones son proporcionadvs a 1la
cadena por equivalentes reductores generados durante el CK y que
entran a diferentes niveles de é&sta, segin su potencial redox,
que se inicia con substratos de potencial muy negativo (Complejo
1 aproximadamente -350 mV de Em) hasta llegar al oxigeno con +800
V. (Preeble, 1961; Skulachev, 1988; Whittaker y Danks 1978). La
figura 3 muestra los valeres nedios de potencial redox para cada

complejo mitocondrial.
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Figura 3. Potencial redox medio de los princi{pales componentes de
la cadena respiratoria (MNicholls, 1982).

La cadena respiratoria se realiza en varias etapas llevadas a
cabo por 4 complejos transportadores de electropes {Nicholls,
1982):

1. NADH Ubigquinona reductasa (Complejo 1}

2. Succinato-Ubiquinona reductasa (Complejo 11)

3. Ubiquinel-citocrome ¢ reductasa {Corplejo III} y

4. Citocrono c oxidasa (Complejo IV).

ta figura 4 muestra la disposicién en la pembranpa de los

complejos que participan en la cadena respiratoria.
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Figura 4. Disposicién en la membrana interna mitocondrial de los
complejos que participan en el transporte de electrones
mitocondrial (Gonz&lez-Halphen, 1880).
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La NADH-Ubiquinona reductasa (Complejo I) lleva a cabo la
oxidacién del NADH proveniente del CK, los dos electrones
aceptados por el grupo FMN de la enzima, son transferidos hacia
la ubiquinona, que es el Gnico components de la cadena que no sa
sncuentra covalentenmente unido a otra protelna y funciona como
acarreador mévil de electrones entre las flavoproteinas y los
citocromos,

EL FADH, generado durante el €K, tanbién reduce a la ubiquinona
a través del complejo II (Succinato-ubiquinona 6xido=-reductasa)
que participa en ambas rutas.

Una vez reducida la quinona, tanto por el complejo I como por
el TI, &sta transfiere sus electrones hacia los citocromes b y cp
del complejo III mitocondrial, El citocromo c transfiere los
electrones desde el citocromo c; hasta los citocromos a y ay de
la citocromo c oxidasa {Complejo IV) y éstos finalmente son
aceptados por el oxigeno molecular (Stryer, 1975; Nicholls, 1982;
Preeble, 1581), La figura 5 resume este procesc.
¢. Bintesis ds ATP.

El proceso de transporte de electrones desde el NADH hasta el
oxigeno molecular, est& acopladoc a 1a translocacién de protones
desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal de
las mitocondrias. Esta translocacién se lleva a cabo por tres de
los complejos respiratorios (I, III y IV} que son por tanto

sitios generadores de AupH* (Mitchell, 1975).

12
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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 generaci6tn de una molécula de ATP. (Nicholls, 1982;
Skulachev, 1988}. La tabla I resume las caracteristicas de cada
uno de los complejos transportadores de electrones, asi como de
la ATP sintasa, de la ubiquinona y del citocromo c.

La respiracién y la fosforilacién son dos procesos que se
relacionan intimamente en la mitocondria, por lo que a su

conjunto se le conoce como fosforilacién oxidativa.

IV. Inhibicién del transporte de electrones y de la sintesis de
ATP.

Tanto la cadena respiratoria como la sintesis de ATP pueden ser
inhibidos por compuestos especificos clasificados en tres grupos,
seqglin el efecto que tengan sobre estos procesos:

1. Inhibidores de la cadena: que detienen las reacciones redox
que generan el potencial (fosforilacién oxidativa) (amital
rotenona, antimicina, azida de sodio, cianuro de sodio y monéxido
de carbono).

2. Desacoplantes: que inhiben la fosforilacién y estimulan 1la
respiraciéon, Conmo su nombre lo indica, desacoplan el procese
respiratorio de la sintesis de ATP (CCCP).

3. oligomicina: que inhibe la fosforilacién y 1a respiracién en
nitocondrias acopladas, la adicién de desacoplantes 1libera la
respiracién, Dicho agente gquimico inhibe directamente a la ATP

sintasa.

14



Tabla I. Componentes del transporte de electrones en la membrana
interna mitocondrial (Gonzdlez-Halphen, 1990).

Pese molecul & wn Subunidods Gryvpos
emponendes del monsmero {Ds) nmol mg prot nucl mol prostéticos
Coroplejo | " 700,000 0.06-0.13 % 7 FMN, Fe-S
Complejo 11 200,000 0.19 $ [ FAD,
hemo by y
centros Fe-S
Fomplejo 111 250,000 0.25-0.53 10 ] hemo ¢,
hemo byga,
hemo bess ¥
centro Fe.§
Complejo 1V 208,000 0.6-1.00 10 3 Tenios aiy.
CuayCua
TP sintasa 550,000 0.52-0.54 1 2 adenin
nutjeatidos
bibigquinona 660 G-8 - - -
LCitoccomo ¢ 12.000 0.8-1.02 1 - hemo ¢
Cot ficaente dt_ difuniin " Aolvevlay jun Drwuenca de cohinonts
_ datevad fem? 4=} } mimbrung mlcrng forbmin =t en?)
4x107% * 1960 5.01 % 1012
4x 10710 3,781 2.07 x 106M
4.4x10°10 5,143 202 x 10
3.7 x 10710 17,089 -
Ix10"° 119.763 119 x 30%
1.9% 10" Y 17.089 4.15% 10"

Dsios reengrlados por Capald y €0 {1965), Scholte 114885 % Hackenbroes y aud (1%,
*® Se reficre 8 tassutunidedes de ongen nuciear y mu vondrial Inpesinanenic

15



V. La Succinato Deshidrogenass y el Complejo II Mitocondrial.

E1l complejo II (succinate-coenzima Q oxido-reductasa) es un
componente del ciclo de los &cidos tricarboxilicos y de la cadena
respiratoria tanto de procariontes como de eucariontes. El
corplejo se encuentra asociado a la rcenbrana interna de 1la
mitocondria y es la Gnica proteina del ciclo de los 4&cides
tricarboxilicos que tlene esta caracteristica. Su funcién es
proporcionar egquivalentes reductores en forra de FADH; a la
cadena respiratoria y en especial a la poza de gquinonas, en donde
la ubiquinona reducida forrma una poza mévil de ubiquinol, que a
su vez, es oxidada por el complejo III (Gonzilez-Halphen, 1990)}.

El cosplejo II de corazéon de bovino estd constituido por una
proteina hidrofilica relativa=ente grande (succinato
deshidrogenasa) localjzada con cara hacia la matriz mitocondrial
Yy anclada por dos proteinas hidrofébicas de nenor tamafio
enbebidas en la pembrana y que constituyen al citocromo b del

conplejo (Figura 6).

1. caracteristicas generalss de la Succinato Deshidrogenasa.

La succinato deshidrogenasa es una flavoproteina que contiene
hierro no hénico y azufre labil al 4cide. Estd formada por dos
subunidades desiguales, una subunidad rayor (Fp} que contiene al
grupo funcional flavina, tiene una molécula de FAD covalentemente
unida por el grupo imidazol de un residuo de histidina y 4 4tomos
de hierro y 4 de azufre liabiles al acide . El peso molecular de
esta subunidad (obtenida de rpitocendiras de coerazédn de bovino) en
geles de SDS poliacrilanida es de aproxinadamente 70 kDa y

presenta pequefias variaciones entre las especies (Ffigura 7).

16



SUCCINATO FUMARATO

Figura 6. Representacién esquendtica de la distribucién en la
membrana interna de los componentes del complejo II mitocondrial
{Succinato deshidrogenasa con sus dos subunidades: Fp e Ip y los
dos péptidos hidrofobices) (oOhnishi, 1987).
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Figura 7. Patrén electroforético de la succinato deshidrogenasa
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (Hatefi y Stigall,
1978) .
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La subunidad peguefia {Ip) contiene 9 &tomos de hierro y 10 de
azufre libiles al &cido, asociados a centros fierrc-azufre, uno
binuclear (S~1), uno tetranuclear {5-2) y uno trinuclear (S-3)
encontrados por estudios de resonancia paramagnética del
electrén, El peso molecular de esta subunidad en geles de
poliacrilanida-sDS es de aproximadamente 27 kDa en corazén de

bovino (Figura 7}.

2. Las subunidades hidrofébicas del Complejo II Nitocondrial,

El citocromo b del complejo 11 mitocondrial estsd constitufde
por dos subunidades hidrofébicas, (Pm 15.5 y 13.5 kDa) cuya
funcién fue notivo de especulacién durante algin tiempo.
Actualmente se conoce la secuencia de axbos polipéptides, ésta
cuenta con tres secuencias hidrofébjcas asociadas a alfa hélices
transsembranhales, lo que explica la funcién de anclaje a 1a
menbrana gue presenta este citocronmo.

Los estudios de actividad del complejo II completo y de 1la
succinato deshidrogenasa aislada indican que esta Gltima no
presenta sensibilidad a la tenofl-trifluoro-acetona (TTFA,
inhiblidor especi{fico de Complejo II). Hatefi y Galante en 1980
encontraron que el citocromo b de bovino sGlo es reducido
parcialmente por succinate y puede ser reoxidade por fumarato,
después de reducirlo con ditionita, esta reoxidacién es blogueada
por mersalil, un inhibidor de la succinato deshidrogenasa. otro
dato irmportante es gue la succinato deshidrogenasa soluble no
puede transferir electrones a la quincna, ésta transferencia sélo
se lleva a cabo en presencia de las dos subunidades hidrofébicas

(que constituye de esta forma al cozmplejo II) (ver figura 6).
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Todas estas evidenclas apuntan hacia la idea de gue las dos
subunidades hidrofébicas presentes en el complejo Il constituyen
2l citocromo b y que #&ste presenta alguna influencia en 1la
actividad catalfitica de la enzima o que al menos 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 caracteristica de
este citocromo b es su espectro de absorcién, que muestra un
patrén bastante distinto al del citocrome b del complejo III. En
un espectro diferencial (reducide con ditienita vs oxidado) el
citocromo h del complejo II exhibe dos picos alfa, uno a 557.5 nm
Y el otro a 550 nm, dos picos beta, unc pequefo a 531 nm y el
otro mayoer a 523 nm y una banda Soret a 422 nm. La figura Ba
muestra el espectro comparativo de los complejos I, 11 y TIII
{pavis y col, 1973; Yu y col,1587). El espectro del complejo II
completo, tuestra ademids en forma oxidada un honbro
correspondiente a las flavipas, aproximadamente a 450 nm, el
cudl desaparece en la forma reducida. Fig. 8b (Ackrell y col,
1980; Hatefi y Galante, 1980; Yu y Yu, 1980; Yu y Yu, 1982).

Yu y col (1982) lograron purificar el citocromeo b del complejo
I1, realizaron experimentos de reconstitucién de éste con 1la
succinato deshidrogenasa aislada y compararon los datos cbtenidos
con los que presenta el complejo II integro. El citocrome b
presente en el complejo II no reacciona con el €O, nientras que
la forma reducida del citocrono aislado es completamente reactiva
(Yu ¥y Yu, 1982). En un sistema reconstitufde con citocromo b ¥y
succinate deshidrogenasa, solo el 50 % del citocromo presenta

reactividad al co, ademss, el citocromo de este sistema presenta
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las mismas caracteristicas espactrales del citocromo en el

complejo intacto.
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Figura 8. Espectro de absorcién de los complejos I (A), II (B) y
III (C} de corazén de bovino en forma reducida con ascorbato-
TMPD, este espectro no presenta la zona de absorcién del Soret,
En b se encuentra el espectro diferencial (reducido - oxidado)

completo del complejo II (Davis y col, 1973).



En experimentos de reconstitucién en que se utiliza succinato
deshidrogenasa inactiva se encontrd que todo el citocrome
reconstitufdo era insensible a mon6xido de carbono, lo que
suglere que la pérdida de sensibilidad a CO no es sdlo resultado
de una interaccién fisica entre ambos componentes del complejo
sino que debe existir una interaccién funcional especifica entre
ellos que con la succinato deshidrogenasa inactiva no puede
1levarse a cabo (Yu y col, 1987).

Los potenciales redox constituyen otro factor que encuentra
variacién en el citocromo aislado. El potencial medio redox del
citocrome b es -144 nV, mlentras 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 nodifica a -164
mV que corresponde a un valor intermedio entre éstos (Yu y col,
1987) ., Este valor sugiere la interacclén entre este citocromo y
la succinato deshidrogenasa.

Se ha propuesto la interaccién del citocromo b con el centro
Fe-S (S-2) de la enzima debido a que ambos componentes del
complejo presentan en forma disoclada valores de potencial muy
cercanos (~144 y =260 mV respectivamente) y atn 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 cabe

desde el succinato hasta la quinona (Em=+50 mV) a través de los
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centros S-1 y S-3 como se muestra en la figura 9. Los centros
Fe~S 5-1 y 5-2 son de tipo ferredoxina (binucleares) y al ser
paramagnéticos, presentan una sefal de EPR en estado reducido de
g=1.94. El centreo S§-3, por ser trinuclear, presenta un espectro
de EPR isotrépico en la forma oxidada alrededor de g=2.01,
mientras que la forma reducida no presenta sehal (Hatefi y
Stigall, 1976; Ohnishi, 1976; Tushurashvili y col., 1985;
Ohnishi, 1987; Fridén y col., 1990; Jay y col, 1990). lLa funcién
del centro S-2 y del citocromo afin no han sido esclarecidas
{Skulachev, 1988; Ohnishi, 1979; Fridén y col, 1990; Ohnishi y
Salerno, 1976; Takamiya y col, 1990; ohnishi y col, 1981;

ohnishi, 1976).
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Figura 9. Modelo del transporte de electrones desde el succinato
hasta la quinona a través de los centros Fe-S de la succinato
deshidrogenasa (Ohnishi, 1979.)
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VI, Presencia del Complejo IXI a lo largo de 1la escala
filogenética,

El complejo II mitocondrial es el mas conservade a lo large
de la evolucidén y &sto se ha encontrado tanto por datos de
actividad del complejo, como por sus caracteristicas
estructurales y por las secuencias de sus subunidades. Por este
motivo, vale la pena revisar brevemente las caracterfsticas de

esta enzima purificada a partir de varios organismos.

1. El complejo IXI 4e Escherjchia cold.

El complejo II de E. gqlj estd constituldo por dos subunidades
hidref{licas grandes (64 y 28 kDa) asociadas a la membrana
mediante dos subunidades hidrofébicas pequefas {19.5 y 17.5 KDa).
Las subunidades hidrofilicas contienen todes 1los grupos
prostéticos del complejo (FAD y 3} centros Fe-5) con excepcién del
protohemo IX gue se encuentra asociado a las subunidades
pequefias. El FAD se encuentra asociado a la subunidad de mayor
peso (Fp} Yy los tres centros fierro-azufre se localizan en la
subunidad de 28 kDa (Ip) (Figura 10). Las secuencias de las
subunidades Fp e Ip se encuentran altamente conservadas entre las
especies. La subunidad Ip de E, c¢oli presenta aproximadamente un

50% de similitud con la equivalente de bovino {Kita y col, 1989).

2. Bl Complejo II Mitocondrial de Paracoccus denjtrificans.

ta succinato deshidrogenasa de Paracgccus denitrificans estd
formada por dos subunidades periféricas asociadas a la membrana
mediante dos polipéptidos membranales que constituyen el complejo

succinato-ubiquinona-oxidoreductasa. La succinato deshidrogenasa
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ha sido aislada mediante agentes cactrépicos o peor 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 pequefia (Ip) contiene tres centros Fe«S y la grande
(FP) un FAD, La enzima soluble transfiere electrones hacia
aceptores artificjales, pero no hasta la quinona; cuando se
reconstituye en la membrana con los péptidos hidrofébicos (Pnm
13.4 y 12.5 KDa), esta actividad reductora se regenera. Se ha
encontrado que los anticuerpos contra la flavopreteina de P,
denjtrificans presentan reaccién cruzada con la misma subunidad
de corazén de bovino (Figura 11). La sensibilidad a inhibidores
que presenta el complejo II de esta especie es muy semejante a la
que se presenta en el complejo de corazén de bovino (Ki=5.52 mM
para TTFA y 0.25 mM para mersalil). En cuanto al espectro de
absorcién del complejo reducido, presenta un pico Soret a 424 nm,
uno e« a 557.8 y uno B a 526 nm que corresponden a los valores
encontrados para la mitocondria de corazén de bovino, que son:
422 nm para el Soret y 557,5 nm para y 523 nm para B (Davis y

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

GQK% sdh A (F)

20K e gdh 8 (1)

Fig 10. Patrén electroforético en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS del complejo I1I mitocondrial de E. coli.
(Kita y col, 1989).
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Figura 11. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia
de SDS del complejc II nmitocondrial de a)PB. 1
b)corazén de bovino. Los carriles ¢ y & muestran la fluorescencia
de ambos complejos a pH bajo! los carriles e y f la inmunotrans-
ferancia en nitrocelulosa de log mismos complejos, probadoes
contra anticuerpos policlonales de 1la subunidad Ffp de P,
denitxificans (Pennoyer y col, 1988).

3. El Complajo IX Mi ial de N A CLASAN.

En Heurespora c<rassa el complejo II mitocondrial ha sldo
purificado, utilizando detergentes nc iénicos como el Tritén X=-
100. Este complejo presenta tres subunidades con peses
noleculares de 72, 28 y 14 kDa gue corresponden a las subunidades
Fp, Ip y al citocromo b respectivamente. El espectro de absorcién
de las formas oxlidada y reducida de este complejo se presenta en
la figura 12 y es muy similar al obtenido para otros organismos.

En la forma oxidada, muestra un sobrelapamiento 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, similares al espectro para corazén

de bovino con bandas a 557.5 y 550 nn.

e (pemd

WO WD V0 D S0 0 &0 w0
o€ omen (rym)

Figura 12. Espectro de absorcién de los complejos 1 (A), II (B) y
111 (C) mitocondr{ales de Neurospora crassa (Weiss y Kolb, 1979).
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4. 21 Compleio II 4e ASCALIS BUum.

Aasaris Euun es un nemitodo que vive en el intestino de sus
hospedercs, por lo que la cantidad de oxigeno de la que dispone
no ea muy elevada, no obstante lo anterior, presenta respiracion
asrobja y la presencia de conplejo II en sus mitocondrias.

El complejo I1I de este organismo, cuenta con una subunidad Fp
con peso de 68 kDa que contiens flavina comdo grupe preastético,
una subunidad Ip de 26 kDa a la que estdn ascciados los centros
Fe-S y dos péptidos hidrofbbicos de tipo hemo b con pesos de 15 y
23.5 kDa (Fig 23).

La composicidn de aminodcidos de 1la flavoproteina de esta
aspecie fue analizada por Furushima y col en 1990, encontrando
que es muy similar a la de corazén de bovino y E. goll {Tabla
II). Por otro lade, los estudios fnnunclégicos, en los gque se
realizaron reacciones cruzadas con anticuerpos contra ia Fp en
E, ¢oli y corazén de beovino, apoyan la similitud que presenta
esta subunidad a lo largoe de la escala evolutiva. El indice de
polaridad calculado para la flavoproteina es otro factor gue
apoya la similitud entre los diverscs organismos ({45% pars E.
Goli, 48.3% para A, BuuUm Y 44% para corarbn de bovino) (Davis y
col, 1973; Wood y col, 1981; Furushima y col, 1990). Este valor
augjere que la subunidad Fp no se encuentra embebida en la
membrana y que por tanto estd accesible a o3 substratos
solubles, La secuencia alrededor del residuo de histidina gue une
al FAD se encuentra altamente ccngservada & lo largo de la esacala
filogenética, Esta subunidad cuenta ademss con un sitio de unién
al AMP, que presenta gran cantidad de residuos ccnse;vados an

diferentes especles.
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Recientenente se cloné y secuencid el ADNc de la subunidad Ip
del corplejo Il del humano, la secuencia de ésta es nuy similar a
1a de corazén de bovint y E. c¢li (Ackrell en prensa).

El complejo II =mitocondrial presenta 4 subunidades; en casi
todas las especies de las guye ha sido aislado, se presenta
practicanente el niszo ntzero de éstas, nientras gque para otros
complejos mitocondriales, este patrédn no se conserva, coaoc
ejenmplo se encuentran la citocrcmo oxidasa con 11 subunidades en
mitocondria de corazén de bovino y séle 3 en bacterias y el
complejo IIT, <on 11 subunidades en =nitocendria y s&lo 3 en
bacterias (Pennoyer y col, 19828).

La tabla II resume la comparacién de las caracteristicas de la
subunidad Fp de varias especies. {Furushima y col, 1%88}.

Por todo lo anterior, podemos decir que a lo largo de la escala
filogenética, el conplejo II presenta gran sinilitud en varios
aspectos tales como nirmero de subunidades, grupos prostéticos,
actividad enziratica, sensibilidad a inhibidores y corzposicién de
aminodcidos; presenta tarbién aninocicidos conservados alrededor

del sito de unidn del grupo FAD y un sitioc de unién al AMP.

VII. Reconatitucién de complejos respiratorios en liposomas.

Los coamplejos proteicos gque participan en el transporte
de electrones en la nitcocondria, se encuentran parcial o
totalmente enbebidos en 1a menbrana interna de este orgsnulo, lo
que habla de la relacién que existe entre &stos y los lipidos que

constituyen a la menbrana.
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Tabla II. Comparacién de la composicién de aminodcidos de 1a
subunidad Fp de organismos distintos (Furushima y co}, 1990).

Amlnoacido Ho. de residuos
caris Corazon E-coll E.coli
suym bovino SDH FRD

Lisina 34.5 26 22 27
Histidina 18.2 17 29 21
Arginina 32.8 41 40 38
Rspértico 54 57 32 315
Asparangina 54 57 25 23
Treonina 39.3 38 33 36
Serina 29.2 37 29 20
Glutamico 52.6 67 43 44
Glutamina 52.6 67 21 22
Prolina 25.6 30 24 22
Glicina 60.9 65 59 66
Alanina 48.4 59 56 61
Valina 28.9 35 41 41
Metionina 6.1 14 15 20
Iscleucina 30.3 31 26 23
Leucina 44.2 55 51 48
Tirosina 13.9 21 14 17
Fenilalanina 19.8 22 19 20
Polaridad 48.3 44 a5 44
Peso molecular 68,000 70,000 64,268 65,835

Le
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Figura 13. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia
de SD5 de las subunidades del complejo II mitocondrial de Ao
suum obtenidas por cromatografia de alta resoluciédn (Furushima y
col, 1990).
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Todas las técnicas de purificacién de conmplejos respiratories
utilizan detergentes o sales de amonio, lo que provoca
la extraccién parcial o total de los 1ipidos, (delipidacién) y
por tanto, la disminucién de la actividad y la modificacién de
algunas de sus propiedades. En el caso particular de los
citocromos b mitocondriales, se ha encontrado que sufren una
serie de alteraciones cuando sen delipidados, adan cuando
permanezcan como parte del conplejo respiratorio. Las
interacciones lipido-proteina no se llevan a cabo directamente
con el sitio hemo, pero si ofrecen efecto estabilizador sobre la
conformacién nativa del resto del complejo, lo que afecta la
geometria del sitio hemo y la funcién del citocromeo. Los estudios
realizados por Salerno y col en 1986 indican gque estas
interacciones son de mayor relevancia funcional para los
citocromos b gue para los a que constituyen a 1la citocromo
oxidasa.

El efecto de inactivacién por delipidacién se explica debido a
1a ubicacién que presentan los citocromos, ya que se ha
encontrado que los grupos hemo, asi{ como los centros Fe/S de los
citocromos tienen una orientacién especifica con repecto al plane
de la membrana; 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 adicién
de lipidos a las proteilnas aisladas provoca su reactivacién.
(Racker y col, 1975; Racker, 1979; Salerho y col., 1986).

Lo anterior ha conducido a estugdios de reconstitucién de estos
complejos en sistemas lipidicos, que sipulen las condiciones de

la rmembrana en que se encuentra la protefna in vivo para
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acercarse al conocimiento de sus propiedades en un ambiente cuyas
condiciones est&n definidas. Las reconstituciones de complejos
respiratorios generalmente se realizan al incorporar a éstos en
sistemas de liposomas a través de varios métodos, pero el
principio general de todos es la purificacién de la enzima, 1la
incorporacién de ésta a un medio gque contenga detergente Yy
liposomas y su diflisis o dilucién posterior (Penefski y col,
1960; Kagawa y Racker, 1971; Perlin, 1984; Ram{rez y col, 1987).

Se han realizado numerosas reconstituciones de complejos
proteicos en diversos sistemas y condicicnes y se ha podido
encontrar que la reconstitucién de cada protefna en un sistema
*bislbgico® requiere de condiciones particulares tales como el
pH, la temperatura, la proporcién proteina/lipido, el tipo de
1ipidos, la concentracién de sales y de detergentes, etc.

En ,general, los resultados obtenidos de la reconstitucién de
complejos mitocondriales en liposomas nuestran gque el
comportaniento de éstos es muy semejante al que presentan las
particulas submitocondriales, lo que sugiere que el sistema
reconstitufdo tiene muchas de las caracteristicas del sistema in
vivo (Kagawa y Racker, 1971; Solioz y col, 1982; Perlin y col,

1984; Ramirez y c¢ol, 1987; Gabellini y col, 1989).
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OBJETIVOS

El interés por conocer la funcién de los complejos que
constituyen 1la cadena respiratoria, tanto de organisnmos
procariontes como eucariontes, ha llevado a varios grupos de
investigacién a desarrollar diversos métodos para aislar a cada
uno de estos complejos en forma pura y activa.

Los métodos reportados indican que los complejos I y IV se
separan con facilidad, mientras que la purificacién de los
complejos II y IIT ha sido m&s diffcil, debido & que 1las
preparaciones del complejo II muestran contaminacién de algunas
subunidades del complejo III y viceversa. Esto ha sugerido que
estos dos conplejos estan unidos tanto estructural copo
funcionalmente, formandc prcbablezente un supracomplejo en la
membrana interna mitocondrial.

El objetivo general en el laboratoric ha sido el de investigar
las posibles interacciones, tanto estructurales como funcionales,
entre los copmplejos II y III nitocondriales por nmedio de
reactivos de entrecruzamiento; as! como la reconstitucién del
transporte de electrones llevado a cabo por estos complejos
incorporados en sistemas de liposomas. Para esto se debe contar
con ambos complejos puros y actives. En el laboratorio se ha
establecido un método para la obtencién del complejo III con un
grade de pureza, rendimiento y actividad altos. Sin enbargo, era
necesario desarrollar un pétodo (con las nismas caracteristicas
que el anterior), para aislar al complejo Il mitocondrial, ya que
los rendimientos y las actividades obtenidos con los nétodos

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

tesis se plantearon los siguientes objetivos:

1. Aislamiento del complejo II mitocondrial (Succinato-coenzima Q

6xido-reductasa) puro y activo.

2. Caracterizacién del complejo II mitocondrial por medio de

espectros de absorcién y mediciones de actividad enzimatica.

3. Reconstitucién del transporte de electrones desde el succinato
hasta el citocromo ¢ en un sistema con los complejos II y IIT

nitocondriales {ncorperados en liposomas.



MATERIALES Y METODOS
I. AISLAMIENTO DEL COMPLEJO II MITOCONDRIAL.

La p'rimera fase del presente trabajo consistié en el
aislamiento del complejo II mitocondrial a partir de la
reproduccién de varias técnicas reportadas y la modificacién de
algunas de ellas, para obtener finalmente una enzima purificada a
través de una técnica nueva montada en el laboratorio como
resultado de la fusién de los métodos propuestos por Kita y col,

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

1. OBTENCION DE MITOCONDRIAS (Low y Vallin, 2963).
Para realizar la obtencién de mitocondrias se raquiris

preparar dos amortiguadores:

Amortiguador 1: Sacarosa 250
Tris 5 Ajustado a pH 7.5 con HCl
EDTA 2

% %%%

Amortiguador 2: Sacarosa 250
T 5 Ajustade a pH 7.5 con HCl

Para llevar a cabo la obtencién de mitocondrias, se utilizaron
corazones frescos de bovino., Cada corazén se limpié de tejido
graso, se tratd de dejar sélo el misculo, el cuil se corts en
trozos pequefos que se molieron en un molino manual de carne.

El tejldo cardiaco, ya molido, se colocs en vasos de
precipitado de 4 litros a los que se adicioné amortiguador 1
(1,200 m1 por cada 400 g de carne} y se le ajustd el pH a 7.5 con
Tris saturado, una vez ajustado el pH se procedié a homogenizar
la mezcla en una licuadora (Waring Commercial Blendor) en pulsos

de 6 segundos por 5 segundos de descanso hasta completar 30
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segundos de licuado, ajustando nuevamente el pH a 7.5.

La mezcla licuada se centrifugé durante 10 minutos a 3,000 rpm
en el rotor GS-3, en una centrifuga $orvall RcC2-8, El
sobrenadante obtenido de esta centrifugacién, se filtré a través
de una doble capa de gasa y se centrifug6é 10 minutos a 10,000 rpm
en el rotor GS5A. El sobrenadante se descartdé y el precipitado se
resuspendi6é en amortiguador 2 con un pincel, posteriormente se
homogenizé en un homogenizador de teflén-vidric de 50 ml. El
homogenizado se centrifugd 10 minutos a 3,000 rpm en el rotor GSA
y al sobrenadante resultante se centrifugé nuevamente a 10,000
rpm durante 10 minutos en el mismo rotor. El Gltimo sobrenadante
se descartd y el precipitado se resuspendié en un volumen pequefio
de amortiquador 2 con un pincel, Las mitocondrias obtenidas de
esta forma se guardaron a -70°C hasta su utilizacién.

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

2. PURIFICACION DEL COMPLEJO II POR EL METODO DE Zziegler y
Rieske, 1967.

Para establecer el método de purificacién del Complejo II, se
sigujeron los procedimientos descritos por Ziegler y Rieske,
1967 y por Hatefi y Stigall, 1978.

Las mitocondrias obtenidas por la técnica antes mencionada, se
trataron con succinato de sodio 0.5 mM final y cloruro de calcie
10 um final con la finalidad de activarlas por el desplazamiento
del oxaloacetato gue se encuentra pegado al complejo II. A la
muestra activada se le adicioné fostato de potasio 1M (pH 7.4)
(40 m1/100 ml de suspensién). La mezcla diluida se pasé por un

homogenizador de vidrio-teflén y se ajusté la concentracién de
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proteina a 70 ng/ml con sacarcsa 0.25 M, Sse procedié a incubar
durante 15 ninutos a 38°C. Posterjorzente, se adiciond colato de
potasio al 20% (pH 8.0} (0.6 ng/mg proteina) Yy se prosigquid 1a
incubacién per 15 minutos mis.

La puestra se fracciond con sulfato de amonio, gue se adicioné
poco a poce, 16.4 g por cada 100 ml de muestra incubada y se
agité en frio hasta su disolucién total. Se centrifugdé a 30,000
rpn durante 30 minutos en un roter 60 Ti en una ultracentrifuga
Beckman LB8-55M. El sobrenadante de esta centrifugacién se tratd
con 5.6 g/100m) de sulfato de amonio y se centrifugé de la forma
antes mencionada. El precipitado se lavé con sacarcsa 0.25 M, se
resuspendié en la misma solucién hasta una concentracién de 85
mg/ml de proteina y se dializé en frio durante 5 horas contra 500
nl de amortiguador de fosfato de potasio 10 mM, sacarosa 0.25 K
(pH 7.4), con 2 cambios de amortiguader {1 y 3 horas).

La extracciétn del solvente se llevd a cabo con la adicién a la
nuestra dializada de 0.75mg/mg prot de desoxicolato de potasio al
10% (pH 8.0 a 9.0). A la muestra sclubilizada se le ajustd el pH
a 7.4 con HCl 1 ¥ y se adicionaron 46 ml de etanol frio (enfriado
en un bafio de hielo seco-etanol) por cada 100 ml de muestra, se
cuidé que la temperatura no subiera por arriba de 2°C. La mezcla
se centrifugéd durante 30 minutes a 30,000 rpm utilizando un rotor
60 Ti. El sobrenadante se homogenizd con un volumen igual de
ciclohexano frio y se centrifugé durante 45 minutos a 30,000 rpm
en el mismo rotor que en las precipitaciones anteriores.

La remocién del detergente y del sulfato de amonio, asi como el
aislapiento del complejo Il se llevaron a cabo al filtrar el
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sobrenadante obtenido de la Gltima centrifugacién a través de una
colunna de Sephadex G-25 eguilibrada 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 &0
Ti. El precipitado de esta centrifugacién contenia al complejo
II, que se resuspendis en aportiguador de fosfatos 20 =M (pH 7.4)

Yy se guardé a -70°C.

PURIFPICACION DEL COMPLEJO II POR EL METCDO DESCRITO POR Nowery Yy
col, 1977, . A

£l siguiente método de purificacién del complejo II gque se
probé fue el propuesto por Mowery y col en 1977, que consistié
bisicamente en una serie de modificaciones a la técnica propuesta
por Hatefl y Stigall, 1978 descrita previamente,

Las modificaciones que presenta este método son las siguientes:
las nitocondrias se resuspendieron hasta una concentracién de 55
mg/ml en lugar de 70 rg/ml. La precipitacién con sulfato de
amonio se llevd hasta 43% de saturacién, en lugar de 40% de la
técnica antes mencionada. Para realizar la precipitacién con
alcohol, se adicioparon 44 ml en vez de 46 por cada 100 nl de

muestra.

PURIFICACION DEL COMPLEJO II NBDIANTE CRONATOGRAFIAN DB
INTERCAMBIO IONICO (Ljungdahl y col, 1387).

En 1987, Ljungdahl y colaboradores desarrollaron un método para
aislar el complejo III mnitocondrial de varias especies
{Bhodobacter sphaerojdes, Rhodobacter capsulatus, corazén de
bovino y levadura) con alto grado de pureza y actividades altas.

Este método consistié en el tratamiento del conmpltejo IL
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{parcialpente purificado con detergentes aniénicos y
precipitaciones secuenciales con sulfato y acetato de anonio
previamente descritas) con un detergente sintético no iénico (0.5
ng de dodecil B naltésido/mg de proteina) que hablia probado ser
eficaz en la extraccién de complejos proteicos rermbranales (Van
Aken y col, 1986; Rosevear y col, 1380). El copmplejo II obtenide
antes de la precipitacién con alcchol (metodologia previamente
descrita) se solubilizé adicionando 0.3 ng de lauril maltésido/ng
de proteina y se centrifugé durante 10 ein a 30,000 rpz en un
roter 50 Ti{. El sobrenadante se cargé a una columna de
intercambioc aniénico (DEAE Biogel-A} con 7 =! de resina, que
habla sido equilibrada previarmente con Tris 50 mM, sulfato de
magnesio 1 mM y lauril maltésido 1 ng/ml (pH 8.0). La columna
con la muestra se lavé con dos volizenes de este azmortiquador y
posteriormente se hizo pasar un gradiente de 0 a 300 M de NacCl
{dos volGmenes de columna en el nismo amortiguador). Al terminar
el gradiente, se lavé la columna con un voluren adicional del
amortiguador gque contenfa 300 nM de NacCl. Se colectaron
fracciones de 1 =l y se obtuvo el perfil de elucién al leer la
absorbancia (ABS} de las muestras a 280 y a 415 nm para estimar
la cantidad de proteina y de citocromos respectivamente
(Ljungdahl y col, 1987).

Se probaron distintas concentraciones de lauril maltésido (0,
0.05, 0.1, 0.2 y 0.3 mg det/mg de prot) segln el nétodo antes
menclionado con la finalidad de purificar el complejo sin

desnaturalizar y obtener el mejor rendimients posible.
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PURIPICACION DE COMPLEJO IXI A PARTIR DE CONPLEJO IX-IIIX.

La siguiente fase en la purificacién del complejo consistié en
sequir el método propuesto por Yu y Yu en 1982 para obtener
una preparacién de Complejo II-III.

Para llevar a cabo la purificacién del complejo II mitocondrial
a partir del supracomplejo II-III, se introdujo a esta técnica la
obtencién de particulas submitocondriales, con la finalidad de

partir de una preparacién més pura.

Preparacién de particulas submitocondriales (Lee y Ernster,
1967) .

Para preparar particulas submitocondriales, primero se
descongelaron las mitocondrjas obtenidas cop 1la técnica
mencionada en la pigina 34. Se cuantificé la concentracién de
proteina presente en éstas, con el método del Biuret (Garnall y
col, 1949) y se llievé la concentracién hasta 20 mg/ml con
amortiguador de fosfato de potasio 100 mM (pH 7.8). Las
mitocondrias diluidas, se sonicaron en un bafio de hielo, en &
pulsos de 45 segundos por 15 de descanso por cada 50 ml (en un
sonicador Branson 250 a 20 watts). La mezcla sonicada se
centrifugé 15 minutos a 15,000 rpm en el rotor 60 Ti utilizando
la ultracentri{fuga Beckman L8-55M. El sobrenadante obtenido, se
centrifugé nuevamente a 45,000 rpm durante 45 minutos en el
rotor 60 Ti. E1 precipitado pardo resultante, se resuspendi6 en
amortiguador de fosfato de potasio 100 mM con un pincel y se

guardsé a -70°C,

Preparacién de complejo TI-IIT crudo.

Las particulas submitocondriales se descongelaron y se les
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cuantificé proteina por el método del Biuret (Garnall y <ol,
1949). La concentracids de protefna s& ajusté a 20 mg/ml con
anortiguador de fosfato de potasio 100 =M (pH 7.8). Una vez
ajustada la concentracién de proteina se solubilizé con colato de
potasioc al 20%, con la adicién de 3 m!. de colato por cada 100 ml
de suspensién. Al solubilizsdo se le agregd succinato de sodio 1
M (pH 7.4) (20 pl/ml) y se incubé 30 minutos & 37°C en agitacién.

Posteriormente, la nmuestra se incubS en un bafio de hielo y se
precipit6 con sulfato de amonio al 315t de saturacién, se
agregaron 19.65 g de sulfato por cada 100 nl de suspensidbn y se
dejé reposar 60 ninutos en frio., La suspensidén anterior ge
centrifugd 90 minutes a 12,000 rpm en el rotor 60 Ti. EIl
sobrenadante rojo obtenido de este paso, se precipitd con sulfate
de amonio al S0% de saturacién, al adicionar 8.9 g de esta sal
por cada 100 ml de suspensidn, se dejé reposar 15 minutes en f£frio
y se centrifugé por 20 minutos a 14,000 rpm. El precipitado se
resuspendi6é en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, 0.5% de
colato de sodio y ) mM de EDTA de potasio {(pH 7.4) y se
centrifugé 40 minutos a 30,000 rpa. E1 sobrenadante de 1ia
Gltima centrifugacién, que es el complejo 1I-Ilf, se dializé
contra 500 el de amortiguador de fosfato de potasio 1 mM y EDTA
de potasic (pH 7.4), durante toda la noche con dos cambios de

arortiguador.

Preparacién de Complejo II-III puro.
El complejo II-I1I crudo obtenido de la fase anterior de
purificacién, se centrifugé a 20,000 rpm durante una hora en el

rotor 50 Ti y se obtuvo un botén rojo que se resuspendid con un



pincel en el minimo volumen posible de Tris-HCl 50 M, Sacarosa
0.67 M (pH 7.8). Una vez cuantificada la protefna por Biuret, se
diluyé la muestra hasta una concentracién de 20 mg/ml con el
zismo amartiguador utilizado para resuspenderla.

El paso siguiente consistié en la solubilizacién de 1a proteinma
con desoxicolato de potasio al 160%, se afadieron 0.5 ng de
detergente por cada mililitro de suspensidn; este solubilizado se
incubd durante 20 minutos a 0°C. Se procedid a :gallzar
precipitaciones seacuenciales de la proteina présente en el
sclubilizado con fracciones de G a 8, 8 a 13, 13 a 15 y 15 a 16%
de saturacidn de acetato de aponio. Para llevar a cabo 1o
anterior, se adicionaron las siguientes cantidades de acetato de

amonio ligquide, al 50 de saturacién, a los distintos

sobrenadantes:
Fraccién 0-81% 8.6% ml por cada 100 =) de sobrenadante.
Fraccién 8~13% 5.74 ¥ " " non " "
Fraccién 13-15% 2.35 " " " o " "
Fraccidn 15-16% 1.19 " » " = n " "
Todas las precipitaciones se realizaron colocando el

sobrenadante obtenido de la centrifugacién anterior en un baho de
hielo en agitacidén y se agregd gota a gota el wvolumen
correspondiente de acetato. Una vez concluido é&sto, se deds
reposar la suspensitn durante 15 ninutos a ¢°C y se procedid a
centrifugar durante 20 minutos a 20,000 rpm en el rotor 50 Ti,

La fdltira fase de la precipitacidn secuencial correspondié a la
fraccibn 16 a 33.5% de saturacién de acetato de amnonio, la cull

se coppleté al agregar gota a gota 26.31 ml de una solucién al
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308 de acetatc de anonic por cada 100 ml de sobrenadante., La
suspensién se dejd reposar 15 winutos a 0°C, al cabe de 1los
cudles se centrifugd a 35,000 rpz durante JO minutos en el nmismo
roter.

El precipitade de cada una de las fraccicnes se resuspendid en
amortiguador de fosfato de potasic 50 zM, sacarcsa Q.25 M (pH
7.4} y se cializd independientesente contra 500 rl del nismo
arortiguador con dos cazbhios durante tods l: noche.

El complejo II-III puro se obtuvo en la fraccién 8-13% de
saturacién de acetato de a=cnis y se guardd a ~70°C.

Se reali:d toda la serie de precipitacicnes con acetato de
anonio con la finalidad de corocer en cudl de ellas se obtendria
al conpleje, ya gue se partié de una preparacién mas pura (PSM)
que la reportada para ésta técnica.

Todos los procedirientos de purificacisn del complejo II-III se
Llevaron a cabo a 4°C, con excepsién de las pascs en que se

especifica un cazbin de temperatura.

PORIFICACION DEL CONPLEJC II POR UNA NUXVA TECNICA.

La fase firal de purificacién del cozplejo 11 nmitocondrial
consisitié en la unién de varias técnicas. A la técnica de
purificacién del complejo II-III (Yu y Yu, 1$82) se le introduje
el tratasmiento de este supracompleje II-I21 con Lubrol PX (Kita y
col, 1989%) y su cromatografia posterior en unha resina de
intercazbio iénico (DEAE Bioge]l A} descrata por Ljungdahl y col
{18587).

A partir del coxzplejo II-1Il obtenido de la manera antes

sencionada, se purificsd el coaxplejo II mitocondrial cono se
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degseribe a continuacién:

En primer lugar, se determinté la concentracién de proteina del
conmplejo II-III de acuerdo al método de Lowry (Lowry y col, 1951
con las modificaciones realizadas por Markwell y col, 1878) y se
ajusté a una concentracién final de 10 mg/nl con un aportiguador
que contenfa fosfato de potasio 50 #M y sacarosa 0.25 M (pH
7.4). Una vez ajustada la concentracién de proteina, el complejo
II-I1I se solubilizé durante 10 minutos con 0.2 mg/mg prot de
lauril maltésido o con 1% final de Lubrol PX con o sin la adicién
de Ubiquinona-10 (UQ10) (0.1 mg/mg de proteina) y asclectina (0.5
ng/mg de proteina), incub&ndose en agitacién durante 1 hora a
4°C. La muestra incubada, se centrifugé a 32,000 rpm durante 10
minutos en un rotor TLA 100.3 en la ultracentrifuga Beckman TL
100. El sobrenadante obtenido de la centrifugacién se diluy6é 1:2
con amortiguador de Tris 20 mM, lauril maltéside 0.3 mg/mg prot,
PMSF 2mM o con Tris 20 =M, Lubrol PX 0.1%, PMSF 2 mM (pH 7.4),
segGn el detergente utilizado durante la solubilizacién.
Posteriormente se cargé a una colurna Econocolumn BioRad que
contenia 7 nl de una resina de intercambio aniénico (DEAE Bicgel
A de BioRad), equilibrada con el nismo arertiguador utilizade
para diluir la muestra y se colectaron fracciones de 1 ml. Una
vez cargada la mnuestra, se lavé con dos volGmenes del
amortiguador utilizado para equilibrar y se procedié a realizar
un gradiente de 0 a 150 =M de NaCl en 4 voldmenes del
amortiguador original en un forpador de gradientes, serie SG de
Hoeffer Scientific Instruments, de 30 nililitros. Al concluir el

gradiente, se lavé la colunna con dos volGrmenes de amortiguador
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Tris 20 nM, (Lubrol 0.1t o lauril rmaltdside 1 mg/ml), PMSF 2 nM,
NaCl 150 mM (pH 7.4). Se corrié un nuevo gradiente de 150 a 400
BN de NaCl de la manera antes rmencicnada y se procedié a lavar la
colurna con dos volimenes de amortiguador con 400 =M de KacCl.

A todas las fracciones colectadas se les determiné absorbancia
a 280 y 415 nm para obtener el perfil de eluci&sn. Las fracciones
correspondientes a los picos de interés se concentraron en una
cépara de ultrafiltracién Amicon de 10 ml con una pmexbrana Diaflo
¥YM 30 y se guardaron a -70°C. Al concentrado se le deterrind
proteina {Markwell y col, 1978) as!{ cono actividad (Hatefd y
stigall, 1978; Ziegler y Rieske, 1967) y se analizé por medio de
geles de poliacrilamida en presencia de SDS (Schigger y von

Jagow, 1887).

1X. CARACTERIZACION DEL CONPLEJC II MITOCCONDRIAL.
1. ACTIVIDAD,

El complejo II mitocondrial cataliza 1la reduccién de
ubiquinonas, ferricianuro y dicloro-fenol-indofenol (DCIP} por
succinato. La actividad reductora de quinona se =mide
indirectanmente, al seguir la reduccién de DCIP nediada por
metasulfato de fenanzina (PMS). Esta actividad es sensible a la
tencil-trifluoro-acetona (TTFA} (Hatefi y Stiqgall, 1978).

Reactivos.
Fosfato de potasio 1 M (pH 7.4}
Succinato de sodio 1 M (pH 7.4)
EDTA 0.01 M (pH 7.1)
2,6-Dicloroindofenol (DCIP) 4.65 nM (1.35 mg/ml)
Ubiquinona-10 2.5 zM en etanol
AlbGpnina sérica de bovino 1% (w/v)

Metasulfato de fenanzina (PMS) 65 mM (20 mg/ml)
Tenoil-trifluoro-acetona 0.1 M en etanol
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- Complejo II en Fosfatos 50 mM, Sacarosa 0.25 mM (pH 7,4).

Las mediciones de actividad se realizaron come se menciona a
continuvacién:

A una celda de cuarzo se adicionaron 200 pl de amortiguador de
fosfatos, 100 ul de albdmina, 40 pl de succinato, 20 pl de EDTA y
1608 pl de agua, esta mezcla se incubd durante 10 minutes a 37°C,
La enzima se incub6 con 20 mM de succinato durante 10 minutos a
37°C. Una vez incubada la mezcla de reaccién se le adicionaron 16
Al de DCIP y 25 pl de PMS, se agité y se coloctd en la cémara para
celdas del espectrofotémetro, Aminco DW 2a UV/VIS, que se mantuvo
a 37°C por medio de un bafio de circulacién continua de agua,
Brinkman RC6 Lauda, se traz6 la basal con esta muastra. Realizado
lo anterior, se adiclioné la enzima y se siguié el camblo de
densidad éptica a 600 nm. El tiempo total de medicién de
actividad fue de 150 segundos.

De cada trazo de actividad, sélo se consideré la seccidn lineal
de éste y se determin6 la pendiente en 10 seg. El coeficiente de
extincién utilizado para la reduccién de DCIP fue de 21 ™1 en~1
a 600 nm (Hatefi y Stigall, 1978).

Se reallzaron curvas de titulacién de proteina por incubacién
1, 5, 10 y 20 ug de enzima con 20 mM de succinato de sodic y se
adicion6 cada concentracioén al ensayo praviamente mencionado.

Para elaborar la tabla de rendimiento de la purificacién, se
lievaron a cabo mediciones de actividad con 10, 20 y 40 pl de
mitocondrias, particulas submitocondriales, complejo II-II
crudo, complejo II-III puro y de compléjo II purificado segtn el
método anterior.

Con la finalidad de encontrar la temperatura y tiempo &ptimos
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de incubacién del complejo II puro, se realizaron curvas de cada
uno de estos factores, al probar 5 y 10 min de incubacién a 4, 20
¥y 37°C con la adicién de concentraciones crecientes de enzima (1,

5, 10 y 20 pg).

2. DETERMNINACION DEL EBPECTRO DE ABBORCION DEL CONPLEJO II

MITOCONDRIAL.

Reactivos

Amortiguador de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.4)
Ascorbato de sodio 1 M

TMPD 10 mM

bitionita de sodio en polvo

Complejo II puro 3.5 mg/ml

Para realizar la determinacién del espectro del complejo II se
celocaren 500 pl de amortiguadeor de fosfatos en una celda de
cuarzo de 500 pl, se leybd esta muestra contra alre en un
espectrofotémetro, UV/VIS Beckman DU50, y se realizé un barrido
de longitud de onda desde 350 hasta 700 nm. Se retiraron 175 p}
de amortiguador y se adicion6é esta cantidad de complejo II puro
(dilucidén 1:3.5), se realizé la lectura dentro del mismo
intervale y se obtuvo de esta forma el espectro oxidadc. Una vez
realizado lo anterior, se llevé a cabo la reducciétn del complejo
II al adicionar 2.5 pl de ascorbato de sodio (concentracién final
SmM) y leer nuevamente la absorbancia. Se adicionaron 5 pl de
TMPD (concentracién finmal 100 pM) a la muestra anterior y se
midié nuevamente la ABS. La fase final consistié en reducir
completamente al complejo al adicionar un poco de ditionita en
polvo, la absorbancia se nidié de 280 nn a 750 nm y de esta forma

se obtuvo el espectro completamente reducido de este complejo.
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IXT. RECONSTITUCICN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES EN UN S8IBTEMA DE
LIPOBOMAS .

La reconstitucién del transporte de electrones desde el
succinato hasta el citocromo ¢, via los complejos II y III
mitocondriales, se realizd en tres etapas:

1. Preparacién de los liposomas.

Para constituir los liposomas, se adicionaron 350 ug de
ubiquinona 10 a 14 mg de fosfatidil colina en ciclochexano, 4 mg
de cardiolipina en etanol y 2 mg de fosfatidil-etanol-amina en
cloroformo, se evaporé el disolvente y se resuspendid la mezcla
en fosfato de potasio 50 mM, EDTA 1 mM (pH 7.2}. Una vez
resuspendida, se sonicé 4 pulsos de 15 segundos por 15 segundos
de descanso a 20 watts en un sonicador Branson 250.

2. Incorporacién de los complejos II y III mitocondriales
ainlados a los liposomas.

A 500 ul de la suspensidn de liposomas se le adicionaron 250 ug
de complejo 1II, 250 pg de complejo III {ambos purificados en el
laboratorio} y desoxicolato de potasioc (0.3% final), llevandose
el volumen a 1 ml, La muestra anterior, se homogenizé con un
agitador tipo Vortex durante 1 minuto y se aplicé a una c‘:olumna
de Blogel P10 previamente equilibrada con fosfatoc de potasio 50
mM, EDTA O.1 mM (pH 7.2) a un flujo de 1 ml/min. Se colectaron
fracciones de 2 ml. La primera fraccién con liposomas se diluyd
40 veces con amortiguador de fosfato de potasio 50 mM para
eliminar todo lo que no se incorpors a los liposomas y se
centrifugé 45 minutos a 40,000 rpm en el rotor 60 Ti. El
sobrenadante se descarté y el precipitado se resuspendidé en un

volumen final de 500 pl de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.2).
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3. Medicibdp de la sctividad de transporte de slectronss.
Una vez lograda la incorporacién de 1los complejos
mitocondriales II y III en los 1liposomas, se determind su

actividad desde el succinato hasta el citocraemo e. El transporte

de electrones se determind pectrofotométri e al seguir la
reduccién del citocromo c a 550/540 nm en el espectrofotémetro de
doble raye Aminco DW 2a UV/VIS (modo duzl).

Reactivos

Fosfato de potasio 50 mM {(pH 7.2)
Succinato de sodio 1 M

Liposonas

Citocromo ¢ de caballe 2 mM

Antimicina 10 ug/ml

Desoxicolato de potasio al 10%
Tenoll-trifuoro-acetona 0.1 K en etanol.

[ I SO |

En una celda de cuarzo se colocaron 2 nl de fosfato de potasic
5S¢ mM (pH 7.2), 10 pl de succinato de sodio 1 M y 25 pl de
liposomas y se {ncubaron a 217°C durante 5 minutos, Una vaz
incubada la nmuestra, se trazé la basal (para comprobar que no
existia reduccién quimica) y se inicis la reaccién con 30 pl de
citocromo c de caballe oxidado. La reduccién del citocromo ¢ se
siguidéd por el cambio de densidad &ptica a 540-550 nm en un
espectrofotimetro UV/VIS AMINCO DW 2a.

La inhibicién del transporte de electrones se midié al agregar
al ensayo 10 pl de antimicina (inhibidor especifico del complejo
III} o & nl de TTFA (inhibidor especifico del complejo II). Una
tercera forma de detener el transporte de electrones fue
adicionar 20 pl de desoxicolato de potasio (concentracién final

0.1%).
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Determinacién de Proteina.

Las determinaciones de proteina se llevaron a cabo de acuerdo
al método del Biuret (Garnall y col, 1%49) y Lowry (Lowry Yy
col, 1951} con las modificaciones realizadas por Markwell y col
en 1978 en donde introduce la utilizacién de dodecil sulfato de
sodio (SDS) para sclubilizar proteinas de membrana y evitar la la
interferencia de otros detergentes, utilizando albinina sérica de
bovino como est&ndar.

Electroforesis en geles de peoliacrilamida en presencia de SDS.

La electroforesis se realiz6 de acuerdo al método de Schigger y
von Jagow (1987) que resuelve eficientemente proteinas con pescs
moleculares menores a 100 kDa. La separacidn se 1levd a caba
con dos concentraciones distintas de acrilamida. El gel separador
contenfa 16% de acrilamida y el de nuestra 4%, las muestras se
digirieron con una mezcla de SDS, Tris, glicerol, azul de
Coomasie G y B mercapto-etanol. Una vez digeridas las nuestras se
cargaron al gel y se corrieron a 100 volts durante toda la noche.
Terminada la electroforesis, los dgeles se fijaron, tifieron Yy
destifieron 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) .
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RESULTADOS

Los resultados que se presentan en este trabajo incluyen un
compendio de varios métodos de purificaci6én del complejo II
mitocondrial reportados, asf comoe 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 realizacién del trabajo
consistié en la purificacién del complejo II mitocondrial con un
alto grado de pureza y de forma activa. Para llevar a cabo lo
anterior, primero se siguieron diversas técnicas de purificacién
de esta proteina ya reportadas en la literatura.

la primera de ellas fue la propuesta por Ziegler y Rieske
(1967} que consistid basicamente en la solubilizacién de 1las
mitocondrias con colato de potasio y precipitaciones
diferenciales con sulfato de amonio, para posteriormente
precipitar la proteina con etanol, centrifugarla y homogenizar el
sobrenadante con ciclohexano. Las precipitaciones con solventes
orginicos mostraren ser irreproducibles, ya gque produjeron
rendimientos bajos tanto de la proteina como de su actividad. Por
lo anterior, se omitieron estos pasos y se cargs directamente la
proteina obtenida por la metodologfa anterior, a una columna de
filtracién en gel (Sephadex G-25) de la que se obtuvo el perfil
de elucién que muestra la figura l4a, Se juntaron las fraccicnes
11 a 15 y se les determiné actividad, cbteniéndose un valor para
la actividad especifica de 0.772 pnolas DCIP red/min/mg prot. La
figura 14b muestra el patrén electroforético de la proteina
obtenida por esta técnica (en el carril 6), el cusdl presenta un

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

El rendiniento de la purificacién por este método fue bajo, ya
que a partir de 1265 mg totales de protefna, se obtuvieron 6.04
mg de enzima parcialmente purificada, lo que representa un
rendimiento de la purificacién de 0.47%.

El siguiente intento por aislar el cozmplejo II lo constituyeron
las modificaciones realizadas por Mowery y col en 1977 a la
técnica de Rieske previamente mencionada, Los resultados de esta
técnica fueron précticanmente los misros que con la técnica
anterior, la homogenizacidén con ciclohexano de esta técnica
tampoce se realizé., La figura 15 &muestra el patrén
electroforético del complejo II obtenido por esta técnica.

La siguiente fase en el proceso de purificacién del complejo II
la constituy$ la introduccién de una columna de intercanmbio
iénico (DEAE Biogel-A). Con este fin, se aislé el corcplejo II de
acuerde con la técnica de Rieske (1967) hasta antes de 1la
precipitacién con etanol, es decir, al solubilizar la protefna
con colato de potasio y precipitarla con sulfato de amonio. La
muestra anterior se traté con 0.3 mg de lauril maltésido/mng de
proteina y se cargd a la colunna de intercambio iénico,
lo que permitié obtener el perfil de elucién y el patrdn
electroforético que se nuestran en la figura 16. El gradiente
utilizade para eluir esta protefna fue de 0 a 300 =M de NaCl de

acuerdo con lo reportado por Ljungdahl y col (1587).

51



3.0
1 ® ABS 280 nm A

10 20 30
No. Fraccidn

kDa

70~
ag-

25—

a3 a8 e 7

Figura 14. Perfil de elucién del complejo Il de una columna de
filtraciérn en gel (Sephadex G-25) (A). Patrén electroforético (B}
en geles de poliacrilamida al 16% en presencia de SDS de las
fracciones obtenidas durante la purificacién del complejo 1II
segin la técnica de Ziegler y Rieske, 1967: 1) y 8)sobrenadante
de la precipitacién al 23.5%, 2) y 9)pp de la misma fraccién, 3)
y l0)sobrenadante de la fraccidén 56% de saturacién con sulfato de
amonio, 4) y 1ll)precipitade de la nisma fraccién, 5)be,,
6) y 12)fraccicnes 11 a 15 obtenidas de la columna y 7)citocromo
oxidasa.
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Figura 15. Patrén electroforético en geles de poliacrilamida al
16% en presencia de SDS del concentrado de las fracciones
obtenidas de la cromatografia en Sephadex G-25 (1) de acuerdo al
método descrito por Mowery y col ({1977) (carriles nones). Los

carriles pares contienen complejo bc, como marcador de peso
molecular.
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Figura 16. Aislamiento del complejo II (Ziegler y Rieske, 1967 y
Ljungdahl y col, 1987). Perfil de elucidén del complejo I

nitocondrial (A), elufdo de una columna DEAE-Biogel A con 0.3 mg
lauril maltésido/mg prot y un gradiente de HaCl de 0 a 300 mM,
(B) Patrdn electroforético en geles de poliacrilanida-sDS al 16%
del conplejo 11 obtenido de la cronatogratia anterior, los
carriles 1 a 9 contienen las fraccicnes 34 a 36 y los carriles 11
a 16 las fracciones 10 a 5 y el carril 10 contiene 20 ug de bcy.



El complejo II abtenido por esta técnica mostré también
contaminacién por algunas de las subunidades del complejo III
Probablemente este Gltimo complejo se disgregé debido a 1la
concentracién relativamente alta de detergente utilizado en la
solubilizaci6n., La presencia de las subunidades del complejo III
cone contaminantes se confirmé por medio de inmunctransferencias
de el complejo II obtenido de la cromatografia, con anticuerpos
especificos contra las subunidades I, II, Fe-S, b, ¢; y VI del
complejo III (resultados no mostrados).

Para solucionar el problema anterior, se probaron
concentraciones nenores de lauril maltésido (0, 0.05, 0.1, 0.2 ¥y
0.3 mg det/mg prot) y se cambiaron las condiciones de elucién, ya
que se pensé que un gradiente discontinuo en dos secciones (0 a
150 y 150 a 400 nmM de NaCl) permitiria separar mejor al conmplejo
I1 del III, ya que éstos eluyen en condiciones distintas de
fuerza i6nica: el complejo II lo hace a concentracién baja y el
111 a concentraciones mayores de HaCl. Del experimento anterior
realizade en columnas pequefias de DEAE-Biogel A (2.5 ml), se
obtuvieron los perfiles de eluciétn comparativos de la figura 17,
donde se observa que un incremento en la concentracién de
detergente, permite una mayor unién de la protelina a la resina,
asf como la obtencién de picos Dpayores de proteina
correspondiente a los conmplejos II y III al eluir con las sales.
El mejor perfil de elucié6n obtenido fue el de 0.3 mg det/mg prot
(ya que el pico correspondiente al complejo II es el mis grande),
sin embargo, dicha concentracién atn disocia a las subunidades
del cowmplejo III (resultados no mostrados) por lo gque se decidié

incubar las preparaciones subsecuentes con 0.2 ng det/mg prot.
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Figura 17. Perfil de elucién comparativo del complejo II
solubilizado con diferentes concentraciones de lauril maltdsido y
elufdo de columnas DEAE Blogel-A con gradientes de NaCl de 0 a
150 kM.
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El perfil de elucién, asi copo el patrén electroforético del
complejo 11 obtenido eon 0.2 mg de lauril maltbsido se presentan
en la figura 18. £! valor de actividad obrenido para el complejo
II purificado por esta técnica fue de 0.4 unolas DCIP red/min/mg
prot. Por lo tanto, el grado de pureza Que se obtuvo al combinar
las técnicas de Ziegler y Rieske (1967) y Ljungdahl y col (1987}
fue bastante alto, ya que se presents nuy enriquecida la
subunidad de 70 kDa y menor cantidad de bandas contaminantes. Sin
enbargo, los valores de actividad encontrados para esta
preparacién fuercn relativamente bajos.

Con la finalidad de obtener valores mds altos de actividad, se
utilizé la técnica reportada por Yu y Yu (1982) para la obtencién
del complejo II-III. A esta técnica se le introdujo la obtencisn
de particulas submitocondriales y se llevd a cabo en dos etapas:
1} la preparacién del supracomplejo II-III crudo, gque consiste
késicamente en activar las particulas submitocondriales con
succinato de sodic y precipitarlas secuencialmente cor sulfato de
aponio y 2) 1la preparacién de supracompleje I1I-III puro que
implica a solubilizacién de la proteina obtenida de la fase
anterior con desoxicolato y la precipltacién secuencial de é&sta
con acetato de amonic. El gel de la figura 19 muestra que la
fraccién B8 a 13% de acetato de amonio presenta mayor
enriguecimiento en el complejo II, evidente por la presencia de
las subunidades payores de éste (70 y 27 kDa). El resto de las
fracciones contenia muy baja concentracién de proteina, por 1lo

gue no se consideraronh para continuar con la purificacién,
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Figura 18. Aislamiento del complejo Il. (Ziegler y Rieske, 1967 y
Ljungdahl y col, 1987). Perfil de elucién (A) de los complejos

II y IIT solubilizados con 0.2 mg de lauril maltésido/mg prot y
eluidos de una columna DEAE Biogel-A con gradientes de HacCl de ©

a 150 y 150 a 400 nM. (B) Patrén electroforétice en geles de
peliacrilamida-sDS al 16% de los complejos aislados: 1l)complejo

II (fracciones 21 y 22) (20 pg), 2)complejo III (fracciones 41 y
42) (20 pg) y 3)be; (20 pg).
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Figura 19. Purificacién del supracomplejo II-III (Yu y Yu, 1982}.
Precipitaciones secuenciales con acetato de amonio: 1) y 3)
fraccién 0 a 8%, 2) y 4) fraccidén 8 a 13%.

La fase siguiente consisitid en incubar el supracomplejo II-III
con distintas concentraciones de lubrol PX, CHAPS y de lauril
maltésido en un ensayo conparative, ya que se pensé gque el
detergente podia ser el causante de la inactivacién del complejo.
La figura 20 presenta los valores de actividad obtenidos de 1la
incubacién con estos detergentes: el lauril maltdsido y el CHAPS
presentaren un comportaniento ruy senmejante, un pico de
activacidén a 0.1 mg de detergente/mg de proteina y la disminucién
de ésta a concentraciones nayores, sin llegar a inactivarse

completamente.
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Figura 20. Actividad reductora de DCIP del cozmplejo I1-IIIX
mitocondrial solubilizado con distintas concentracicnes de los
detergentes lauril maltésido, CHAPS y Lubrol PX.

60



El experimento anterior en que se emplearon concentraciones
crecientes de lauril maltésido, indicd que una relacidén de 0.2 mg
de lauril maltésido/mg de proteina permitia obtener buenos
rendimientos en la columna y como la curva de activacidén para
ambos detergentes era nuy senejante, se decidié probar 0.2 ng de
CHAPS para solubilizar la ruestra obtenida por 1la técnica de
Rieske y posteriornente cromatografiarla. El patrén
electroforético de la figura 21 muestra la pobre solubilizacién
que se logra con este detergente. YNo se probaron otras
concentraciones de este detergente porgue la curva de actividad
indicaba gque la actividad disninuia conforrme se incrementaba el

detergente.

Figura 21. Patrén electroforético en geles de poliacrilamida-5DS
al 16% del complejo II-III solubilizado con 0.2 mg CHAPS/mg prot,
1) y 4) sobrenadante, 2) y 5} precipitado, 3) y 6} becy.
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La siguiente opcién fue la utilizacién del detergente Lubrol
PX, ya que Kita y col en 1989, reportaron la utilizacién de este
surfactante en el aislamiento del complejo II de E. goli. La
concentracién 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 incubacion del complejo II-III se llevd a
cabo con concentraciones menores del detergente, con 1% final de
Lubrol PX y la elucidn se realizé con una concentracién de 0.1%
en el avortiguador de corrida. La columna y los gradientes de
elucién tuvieron las nismas condiciones que en los experimentos
anteriores, la tUnica variacién la constituyé el detergente en el
amortiguador. El perfil de eluci6én, asi como el patrén
electroforético del complejo II obtenido por esta técnica se
muestran en la figura 22.

El grado de pureza del complejo II obtenido por esta dltima
técnica fue nucho nayor al combinar los diversos métodos de
purificacisn, aungue la preparacién sigui6 presentando valores de
actividad bajos. Se realizd una curva de titulacién de actividad
en funcién de la concentracién de protefna, que se muestra en la
figura 23, donde se observa un incremento de la actividad en
funcién de la cantidad de proteina.

Los valores bajos de actividad obtenidos con todas las técnicas
de purificacién se atribuyeron a la delipidacién del complejo
debida a la utilizacidn de detergentes y sales de anonio durante
el procesc de aislaniento. Salerno y col (1986), reportaron gque
la adicién de lipidos a cormplejos proteicos membranales permite
reactivarlos. En adicidn, una sugerencia del Dr. Carlos Génmez

Lojero (CINVESTAY del I.P.N.) durante una presentacién parcial
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Figura 22. Aislamiento del complejo II mitocondrial (Yu

1982; Ljungdahl y col, 1987 y Kita y col, 1989). (A) Perfil de
elucién del complejo II-III solubilizado con 1% de Lubrel PX y
eluido de la columna DEAE-Biogel-A con un gradiente de NaCl de

0 a 150 mM. {(B) Patrén electroforético en geles

poliacrilamida-sDs al 16% de las fracciones obtenidas de 1la
cromatografia de intercambio iénico, 1)Complejo II-IIY
solubilizado (10 ng), d)bc8 (10 ug), 2), 3), 5) y 6)fracciones 31

a 39: complejo II puro (2
bc) puro (20 pg).
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del presente trabajo en el XVII1 Congreso Nacional de Bioguinica,
{11 a 16 Hov, 1%%0, S5LP, México), nos llevd a incluir tanto
lipidos como ubiguincma 10 durante la resolubilizacién con el
detergente Lubrol PX y la cromatografia de intercambie iénico.
Con este fin, el conmplejo II~11I aislado por la técnica de Yu y
Yu (1982}, se incubd con 13 de Lubrol PX, 0.5 ng de asolectina/mg
prot ¥ 0.1 »g de ubiguinona 10/mg prot y se cromatografié en una
columna de DEAE Biogel-A previamente eguilibrada con un
amortiquador gue contenia Tris 20 =M, FMSF 2 mM, 0.1% de Lubrol
PX, (.5 mg de asoclectina/rl de amortiguador y 0.1 rng de
ukiguinona 10/5) de aportiquador {pH 7.4). El perfil de elucién,
asi como el patrén electroforético del cozplejo I1 obtenide por
esta técnica se presentan en la figura 24, donde se obsarva gue
el complejo estd practicarmente puro, las subunidades de alto peso
se encuentran xuy enriquecidas y las de bajo peso molecular se
encuentran presentes en esta preparacion, Fl valor de actividad
encontrads para esta nmuestra fue de 17.% pmolas OCIP/min/mg
prot, es decir, nds de 25 veces los valores obtenidos con 1los
métodos descritos anteriormente.

Para cocprobar el efecto de los fosfolfpidos y la quinona
adicionados a} complejo II durante su purificacibn, se purifictd
este complejo en presencia y ausencia de asolectina y quinona,
nanteniendo el resto de las condiciones constantes con la
finalidad de que azbos sistezas tuvieran las mispas condiciones y
pudieran conpararse confiablemente. Los perfiles de elucién y el
gel conparativo se presentan en la fiqura 25. dNo se presentd
varlacion en el perfil de elucidén ni en el patrén electreforético

de los cozplejos aislados con y sin la adicidn de fosfolipidos y
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Figura 24. Aislaniento del complejo II nitocondrial en presencia
de fosfolipidos y guinora (Yu y Yu, 1982; Liungdahl y col, 1987 y
Rita y col, 198%). (&) Perfil de elucién de los complejos II ¥
III solubilizados con 1% de Lubrol P¥X en presencia de 0.5 ng de
asclectina/mg de complejo TI~III y 0.1 my de UQRI0/mg de compleic
IX1~I11 y eluidos con gradientes de HaCl de 0 a 150 y 150 a 300
M. (B} Patrén electroforético en geles ge poliacrilamida-SDS de
las fracciones 30 a 38: conpleje IT (1, 3, 5 y 7} y 51 a 70;
compleja I1I (2, 4, & y 8); todos los carriles contienen 10 pg de
proteina. Tincidén con plata.
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quinona. La actividad, sin embargo, si presentd gran diferencia,
ya que el valor de ésta para el complejo aislado sin fosfolipidoes
fue de 4.11 pnolas DCIP red/min/mg prot, nientras que para el
complejo aislado en presencia de fosfolipidos fue de 22.23 pmolas
DCIP red/min/mg prot, lo que significa 5 veces més actividad en
presencia de lipidos y quinona, ésto indica que la presencia de
estos dos factores brinda estabilidad al complejo y por tanto es
necesaria durante su aislamlento. Se realizaron nediciones de
actividad en presencia de fosfolipidos y quinona del complejo II
aislado en ausencia de éstos, donde se encontrf que no se
presenta activacién por la adicién de estos factores.

La tabla II1 resume el proceso de purificacién del cormplejo II
enmpleando la técnica desarrollada a partir de conjuntar las

técnicas de Yu y col (1982}, Ljungdahl y col (1987) y Kita y col

{1989).
TABLA III
PROTEINA ACTIVIDAD
PASO Vol. mg/ml Prot. Unid. Unid. Act. Rend. Veces
DE PURIFICACION (ml} tot. /ml  tot. esp. (%) purif
Mitocondrias 128 42,5 5540 0.47 61,3 0.2§ 100 1
PSH 53 45,5 2411 0.57 30,3 0.28 43.5 1.2

€ 1I-I11 crudo 2.5 63,0 157.5 10.44 27.4 5.49 2.8 23
C II-I1I puro®¢s 2.6 13.6 35.4 15.23 39.7 8.08 0.63 33
C II-III purc ac*l.5 10 35 28.56 49.9 23.4 0.63 96
C II puro 3.2 1.2 3.84 39.95 63.9 32.0 0.07 132

Ensayo de proteina: Garnall y col, 1949,

Markwell y col, 1978.
Ensayo de actividad: Hatefi y Stigall, 1978.
Hitocondrias: L&w y Vallin, 1963,
PSM: Lee y Ernster, 1967,
Complejo 1I-II1 crudo y puro: Yu y Yu, 1982.
Complejo I1I-II1 puro activado: Kita y col, 1989.
Complejo 1I puro: Ljungdahl y col, 1987.
** Conmplejo 1I1~III puro.
*+ Complejo II-III puro y activado con 1% de Lubrol PX, 0.5 mng
asolectina/mg prot y 0.1 mg ubiquinona 10/mg prot.
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Figura 25. Aislamiento del complejo II mitocondrial en presencia
y ausencia de fosfolipidos y ubiquinena. Perfiles de elucién de
los complejos II y IIT mitocondriales, solubilizados con 1 % de
Lubrol PX en presencia (A) o ausencia (B) de 0.5 ng asclectina/mg
compledo II-IS1 y 0.1 mg UQ10/mg complejo II-IIT y elufdos de
columnas DEAE Biogel-A con gradientes de NaCl de 0-150 mM.
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acterizacidn parcial.

El segundo de los objetives lo constituyd la caracterizacién
parcial del complejo II mitocondrial aislado. La caracterizacién
se centr6 en dos aspectos: 1) actividad reductora de la quinona
medida indirectamente al seguir la reduccién del DCIP, mediada
por PMS y 2) determinaci&n del espectro de absorcién del
complejo.

1) Actividaa,

La actividad reductora de la gquinona 1llevada a cabo po el
complejo II mitocondrial purificado, se cuantificé a diferentes
temperaturas, se encontrd que la incubacién a 37°C brindaba los
valores mds altos de ésta.

Se cuantificé el efecto del tiempo de incubacién en la
actividad del complejo II incubade a 37°C. El tiempo &ptimo de
incubacién encontrado fue de 10 minutos (63.2 umolas DCIP
red/min/mg prot), ya que a tiempos menores y mayores que éste, se
obtenfan valores de actividad menores (42.1 pmolas DCIP
red/min/mg prot para 5 minutos y 28.1 pumolas DCIP red/min/mg prot
para 20 minutos). Lo anterior indica que en nuestras condiciones
experimentales, la incubacién a 37°C durante 10 minutos, permite
alcanzar la mixima activacién del complejo.

Se obtuvieron curvas de titulacién de actividad por incremento
de la concentracién del complejo (de 0 a 200 pug) y se encontrd
que el valor de actividad era proporcional a 1la cantidad de
enzima pura adicionada al ensayo {resultades po mostrados),

2. Espectro de Absorcién.
La figura 26 contiene el espectro de absorcién diferencial

(reducido vs. oxidado} del complejo II mitocondrial.
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En la forma oxidada (en presencia de ascorbato), la zona del
Soret presenta un miximo de absorcién a 414 nn, desplazéndose
hacia 424 en la forma reducida con ditionita. El pico presenta
absorcién mdxima a 560 nm en la forma reducida. Los centros Fe=S
y las flavinas presentes en el complejo II, no tienen un espectro
definido, pero en forma oxidada o parcialmente reducida,
presentan espectro poco definido en la zona entre 430 y 520 nm,
En la forma reducida, la sefal de estas especies, se plerde casi
completanente (blangqueo). Lo anterior explica la disminucién
aparente que presenta el pico Soret del citocromo b.

Reconmtitucién del transporte de electrones.

La reconstitucién del transporte de electrones desde el
succinato hasta el citocromo ¢ soluble, a través de los complejos
I1 y I11 mitocondriales, se llevé a c¢abo en colaboracién con
Jorge Ranmirez Salcedo (IFC, UNAM), se {incorporaron estos
complejos en 1liposomas que contenian fosfatidil-colina,
fosfatidil-etanol-amina y cardiolipina, ya que la proporcién de
los dos primeros en la membrana interna nitocondrial es de
aproxinadamente 40% para cada uno de elleos, atn cuando su
distribucién no sea la misma, la fosfatidil-colina se localiza
hacia el lado citoplasmico, mientras que la fosfatidil-etanol-
apnina lo hace hacia la matriz mitocondrial (Capaldi, 1982).

La ubiquinona constituye un elemento de unién entre las
deshidrogenasas y el complejo III mitocondrial, el citocromo ¢
realiza el nismo papel entre los complejos III y IV, ambos

elementos rméviles de la cadena transportadora de electrones se
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encuentran libres en la menbrana, pero no tienen la nisma
distribucién, ya que la quinona se encuentra completapente
exbebida en é&sta, mientras que el citocromo ¢ se encuentra en la
superficie externa de la membrana interna mitocondrial (Gupte y
Hackenbrock, 1988).

Una vez que se logrd la incorporacién de los complejos en los
liposonas por sonicacién, filtracién en gel y centrifugacidn, se
determiné el transporte de electrones llevado a cabo por la
particula reconstituida. La figura 27 ruestra el trazo de esta
activi.dad, donde se sigue la reduccién del citocromo ¢ por
succinato, mediada por ambos complejos. Lla actividad presenté
sensibilidad a la TIFA y a la antirmicina (inhibidores especificos
de los complejos II y III respectivamente). La adicién de
desoxicolato inhibié el transporte de electrones debido a que
solubiliza los liposomas y disminuye por dilucién la frecuencia
de colisiébn entre los elesentos de unidén (citocrome ¢ vy
ubiquinona) y los complejos respiratorics (I y III}. La
frecuencia de estos acercamientos es determinante para gue se
lleve a cabo el transporte de electrones y estd deterninada por
nuchos factores entre los que se pueden pmencionar la composicién
lipfdica, la temperatura, la concentracién de las proteinas que

se incorporan a los liposomas, etc. (Chazotte y col., 1989}).
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Figura 27. Reconstitucidén del transporte de electrones desde el
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mitocondriales incorporados en liposonas.
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DIBCUBION

La purificaciébn de una protefna o complejo proteico constituye
uno de 1los pasos escenciales a seguir para su conocinmiento
bioquinico.

El presente trabajo se centra en una serie de modificaciones a
una técnica establecida de purificacién del conplejo II
mitocondrial, lo que permitié el aislamiento de este complejo
respiratorio, as{ como su caracterizacisn parcial y 1la
reconstitucién del mismo en liposomas que contenian quinona Yy
complejo III mitocondrial,

Durante el aislamientc del complejo II, se requiere el
desplazamiento del oxalacetato que se encuentra pegado a é&ste a
través de un puente tio-hemi-acetal entre el sulfhidrileo del
sitio activo y el oxaloacetato tanto en forma aislada come cuando
se encuentra en la membrana de las nitocondrias. Este
desplazamiento se lleva a cabo al incubar las PSHM con succinate
de sedfo a 37°C durante 30 minutos (Cecchini y col., 1986).

El procesc de obtencién del supracomplejo II-III se lleva a
cabo con detergentes aniénicos (colato y desoxicolato de
potasio), que tienen cadenas laterales muy rigidas, lo que eleva
alin pés la concentracién a la cuil forpan micelas, por tanto, es
muy facil eliminarlos mediante didlisis.

Para cromatografiar el supracomplejo en una columna de
intercanbio aniénico, se requiere intercambiar el detergente
cargado (desoxicolate)} por uno neutro. Ljungdahl y col en 1989
obtuvieron buenos resultados en la purificacién de complejo III
con el lauril maltéside. El efecto de este detergente an la

columna puede explicarse como la sustitucién del desoxicolato por
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el lauril maltdésido, que de este modo evidenciarfia mejor las
cargas parciales negativas de la proteina conforme se incrementa
la concentraciéon de lauril maltésido vy por lo tanto, favorece gue
se pegue mejor ésta a la resina; de cualquier forma, las
cromatografias se ven afectadas por nuchos factores, por lo que
uno solo de ellos no explica en su totalidad el comportamiento
cromatografico.

La utilizacion de lauril maltésido permiti¢ la obtencién de
complejo 11 con alto grado de pureza, pero con valores de
actividad muy bajos, por lo que se utilizé otro detergente no
iénico (Lubrol PX) reportado por Kita y ceol (1989), para aislar
complejo II de E. £gli, lo que permitié obtener una preparacién
muy pura de este conmplejo y con valores de actividad altos. Ambos
detergentes tienen concentraciones micelares criticas nuy bajas,
por lo que su eliminacién no puede llevarse a cabo facilmente por
di&lisis.

El rendipiento de la purificacién calculado con base en la
proteina presente en las mitocondrias y la proteina (complejo II)
recuperada, podria parecer muy bajo, ya que este valor
corresponde tan solo a un rendimiento de 0.07%. Sin embargo, al
utilizar el valor encontrads por Hackenbrock y col (1986), sobre
el contenido de complejo 1I1/mg de proteina en las mitocondrias
(0.027 nmol/mg) y relacionarlc con el peso molecular del
complejo, obtenide por la suma de los pesos de sus subunidades
(126,000 Da); se encontrd que la técnica nodificada en el
laboraterio para el aislamiento del complejo II permite recuperar

el 20.4% del conplejo total presente en las nitocondrias, lo cudl
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es comparable con los mejores rendimientos reportados por Rieske
en 1967 (aproximadapente el 20%) para el aislamiento del complejo
I11I mitocondrial, lo que indica ¢que el métode desarrollado en el
laboratorio permite obtener complejo II con muy buenos
rendimientos tanto de proteina como de actividad.

Una vez obtenido el complejo puro y activo, se procedié a su
caracterizacién electroforética, al seguir su actividad de
diaforasa y determinar su espectro de absorcién.

1. carscterisacién electroforética.

La caracterizacién electroforética reveld la presencia de 4§
subunidades, una de 70 kDa y una de 27 kDa, correspondientes a
las subunidades Fp e 1Ip respectivamente y 2 pequefias
correspondientes a las subunidades de anclaje (citocromo b),
éstas dos Qltimas son muy hidrofébicas y poco evidenciables en
tinciones con Coomassie y plata, debido tal vez a gue durante la
electroforesis pegan mas SDS 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 cargados en estas subunidades, que se tifien con menos
resolucién que las subunidades cargadas.

2. Bespectro de Absorcida.

El espectro de absorcién (oxidado con aire vs reducide con
ditionita) de la proteina purificada revels la presencia del
citocromo b, sin embargo, experimentos realizados con succinato
como agente reductor {no incluides), mostraron que este citocromo
no es reducible por este agente, como tampoco 1o es el clitocromo
b del complejo de la fumarato reductasa. Ambos citocromos

presentan potenciales redox nedios negativos (-200 y ~-15 uV
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respectivamente), mientras que el Em para el succinato es de
+0.19 mV, por lo que en principio, estos citocromos no presentan
un potenciasl redox lo suficientemente positivo como para ser
reducidos por el succinato. Sin embargo resulta interesante que
en @&l caso de E. coli Yy de levadura el citocromo b si es
reducible por succinato [Ackrell y col, en prensa) lo anterior
pernite preguntarnos: (es este citocromo una reminisencia del
pasado? (Cull es su papel en la actividad del complejo y en su
ensamblaje a la membrana? Es solo un elemento que se adiciondt a
la enzima soluble para anclarse a la membrana y adem&s wodificar
las propiedades de la enzima citoplésmica y con el tiempo perdié
o modificd estas caracteristicas? Todo lo anterior constituyen
interrogantes que afin no tienen una respuesta concreta para
nosotros. Sin embargo es importante notar que el complejo II
mitocondrial presenta muchas caracteristicas semejantes al
complejo de la fumarato reductasa, tales como el nfmero de
subunidades, 1los grupos prostéticos, 1la reactividad a
inhibldores, la secuencia de algunas subunidades, etc, Esto
permite hacer una suposicién sobre el posible origen, evolucién y
relacién de estos complejos

El compleio fumarato reductasa (FRD) se encuentra en
organismos anaerdbicos y facultativos, pudiendo localizarse tanto
en la membrana como en el citoplasma. La especie membranal
cataliza la fase terminal en el transporte anaerébico cuando el
fumarato se utiliza como oxidante de la cadena respiratoria., Su
tuncién es regenerar el succinato a partir de fumarato a través

de una quinona, para lograr la reincorporacién del succinato al
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ciclo de Krebs y por tanto, generar mas potencial reductor (Unden
y Kréger, 1981).

Estructuralmente, la FRD de rmembrana estd constituida por dos
subunidades hidrofilicas con Mr de 66 y 27 kDa y dos subunidades
hidrofébicas con Mr de 15 y 13 kDa en E, coli (Cecchini y eol,
1586) ., La ubicacién de esta enzima en la menbrana es nuy
semejante a la que presenta el conmplejo II mitocondrial, ya que
las subunidades hidrofilicas se encuentran ancladas a la membrana
por el citocromo b,

Diversos estudios reportados en la literatura {Ackrell y col en
prensa) muestran que existen muchas semejanzas entre el complejo
FRD y el complejo II nitocondrial, proteinas que llevan a cabo
funcicnes inversas.

Las semejanzas entre estos dos conplejos no s6lo se limitan al
aspecto estructural, sino a las secuencias, a los grupos
prostéticos de las subunidades cataliticas, reactividad a
inhibidores, etc (Cecchini y col, 1986).

Morfolégicamente ambas enzimas est&n constituidas por dos
subunidades wmayores e hidrofilicas, que contienen los mnismos
grupos prostéticos (FAD y 3 centros Fe-S) y una o dos subunidades
de anclaje a la nembrana y gque presentan caracter{sticas de los
citocromos b. El malonato resulta ser un inhibidor competitivo
que presenta efectes sobre la actividad de las dos enzimas.

De lo anterior, se puede inferir que existe una relacién
evolutiva muy cercana cntre estos dos complejos proteicos,
se puede pensar gue la FRD soluble se encontraba en los
organismos que vivieron nientras las condiciones del medioc no

fueron oxidantes y reciclaba NAD mediante la fermentacién y el

78



ESTA TESIS KO DIBE
SALR DE LA BIBLIOTECA

ciclo de Krebs. El siguiente paso consistié gquizd en acoplar 1la
fosforilacién al transporte de electrones al asociar la enzina a
la menmbrana mediante una subunidad hidrofébica que centuviera
tanbién al citocromo b, as{ como en la introduccién de un
transportador de electrones menbranal {guinonas).

Para que la enzima pudiera llevar a cabo la reduccién del
succinato, se requirié que el tipe de unién del sitio FAD al
resto de la subunidad Fp fuera covalente, lo qué quizd caus6 la
capacidad de modular su potencial medio de 6xido-reduccién. Lo
anterior ce realizé a través de la introduccién de un residuo de
histidina que pudiera llevar a cabo la unién de tipo 8 -N
histidil-FAD, cuyo propésito serlia cambiar el estado de
transicién de la reaccién, lo que permitid la oxidacién del
succinato por incremento del potencial redox de la flavina.
(Ackrell y col. en prensa). Lo anterior se ha comprobado con
rmutantes de E, coli gque carecen de este residuo (y por tanto del
enlace covalente) tampoco pueden oxidar succinato (ickrell y col,
en prensa}).

En estudios del genoma de E, coli se han encontrado los genes
gue codifican para anmbas enzimas, su expresién depende de las
condiciones del medio, ya que en condiciones de anaerobicsis 1la
expresién del complejo II se encuentra reprimida, mientras que
cuando se& incorpora el oxigeno, la expresién de la FRD se
reprime (Ackrell y col, en prensa).

La presencia del copplejo FRD en organismos considerados como
ancestrales come las arqueocbacterias, aunada a la informacién

anterior, hace suponer que la FRD se presenté primero durante la
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evolucién, cuande la atmésfera no contenia oxfgeno y que con la
aparicién de este elemento, se favorecisé la generacién de poder
reductor a partir de un complejo que funcionara en el sentido
inverso al de la FRD, ya que el acoplamiento de esta fase al
mecanismo de obtencién de energfa desarrollade a partir de la
presencia del oxigeno (foaforilacién oxidativa}) era mucho mis
eficiente que la fermentacién o que el ciclo de Krebs en forma
aislada (Gémez Lojero, 1989),

3. Actividad de diaforasa.

La actividad de dlaforasa que se encontré en el complejo II
aislado presentdé valores conparables con los nids altos reportados
en la literatura (31 y 50 a 55 umolas DCIP red/min/mg prot
respectivamente) (Ackrell, 1980; Capaldi, 1982; Hatefi, 1578).

El centro Fe-S 3 del complejo II nitocondrial es el donador
directo de los electrones hacia la quinona, este centro prasenta
una sensibilidad muy marcada a la presencia de oxigeno, sufre
degradacién oxidatjva, por lo que muchas de las preparaciones
realizadas anteriorrente no presentaban actividad reductora de
quinona. Se ha propuesto gue este centro estd expuesto
directapente hacia el medio y por tanto es mucho mids sensible a
la presencia de solventes o de oxigeno. La enzima aislada por el
método desarrollade en el laboratorio presenta actividad
reductora de gquinona, tanto en el ensayo colorimétrico como en
experimentos con la enzima reconstituida en liposomas, lo que
implica que atn sin utilizar condiciones de anaercbiosis se puede
obtener un complejo II pure sin dafiar los centros Fe-S. La
obtencién de la enzima sin dafiar dicho centro puede deberse a que

en nuestro método se incluyen los fosfolipidos y la quinona
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(aceptor endfgeno de los electrones) lo que permite mantener la
asociacién con el citocromo b membranal, lo cudl hace conservar
un microambiente m&s semejante a las condiciones in vivo de 1la
enzima. Se han realizado estudios que indican que la extraccién
de la quinona resta el 50% de la actividad reductora de PMS de la

enzima en un ensayo colorimétrico (Rossi y col, 1970).

Ruconstitucisn del transporte de slectrones.

La reconstitucién del transporte de electrones se realizé
incorporando dos complejos respiratorios (I1 y II1I) en liposonas,
asi como los elenentos de unidn entre estos complejos {ubiquinona
y citocromo c) cuya funcién es la de mediar el paso de electrones
entre dichos complejos. Se han descrito diversas técnicas para
incorporar complejos proteicos membranales en estas vesfculas
artificiales. Entre otros, podemos distinguir la incorporacién
por didlisis, por dilucién o por congelamiento-descongelamiento
{Racker, 1975; Ramirez y col., 1987; Hacker y Racker, 1979). En
nuestras manos, el método que proporci¢é mejores resultados fue la
fornacién de los liposomas en una columna de filtracién en gel,
la cudl permitié la incorporacién de anbas proteinas
simultineamente y la remocidn del Lubrol PX remanente. La
introduccién de la ubiquinona 10 a este sistema permiti6é segquir
la actividad real que lleva a cabo el complejo II en las
mitocondrias, ya que este compuesto e€s su substrato endégeno. La
alta hidrofobicidad de este componente impide su utilizacién
directa en ensayos acuosos, sin embargo, su incorporacién junto
con los fosfolipidos durante la formacidén de los liposomas evita

este problema. Lo anterior implica una ventaja mas en este
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sistema, ya que la medicidn 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 ip

yivo.
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CONCLUSIONES

La realizaciédn del presente trabajo permitié concluir lo
siguiente:
1. La corbinacién de diversas técnicas para la obtencién de
los complejos proteicos respiratorios II ¢ IITI, (Yu y col, 1979;
Kita y col, 1989 y Ljungdahl y col, 1987) pernitié el
estableciniento de un nuevo nétodo para el aislamiento del
complejo II mitocondrial sin la utilizacién de solventes
orgénices, ya que é&stos se usan en un paso dificil de reproducir
en las técnicas reportadas, debido a que disminuyen notablezente
el rendimiento de 1la purificacién, asi come inactivan
parcialrente a la protefna.
2. El método establecido en el presente trabajo para el
ajslamiento del complejo II permitié obtener un complejo con alto
grado de pureza {evidenciable por el patrén electroforétice y el
espectro de absorcién del complejo), asi como con un valor de
actividad comparable con los nds altos reportados en la
literatura.
3. La presencia de fosfolipidos y quinona es esencial para el
aislanjento del complejo II mitocendrial en forma pura y activa,
la ausencia de estos elementos disminuye de forma notable 1la
actividad, pero no afecta el grado de pureza con que se abtiene
dicho complejo.
4. En nuestras condiciones experimentales, la temperatura de
activacién del cozplejo II mitecondrial para la reduccién del
DCIP es de 37°C y el tiempo de incubacién éptimo a esta
temperatura es de 10 ninutos,

5. La reconstitucién del transporte de electrones llevado a cabo
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por los complejos II y III mitocondriales incorporades en
liposomas, realizada en el presente trabajo, abre la posibilidad
a futuro de incorporar los 5 complejos respiratorios
mitocondriales a un sistema lipidico y por lo tanto, reconstituir
el transporte de electrones a través de éstos, 2asi coro la

sintesis de ATP en un sistema bien caracterizado.
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