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"Todo lo que est4 afuera le dice al individuo 

'que no es nada, mientras que todo lo que est4 

adentro lo convece de que es todo". 

Budismo. Zen • 



INTRODUCCION 

La vida parece haber sido solo un experimento de la naturaleza 

con peligrode ser extinguida en cualquier momento, hasta que, para preser

varla, los protoorganismos desarrollaron una maquinaria segura para poder 

realizar sus funciones b~sicas. 

Una célula viva es, en si misma, una organización inestable e 

improbable, mantiene su maravilloso y específico ordenamiento gracias a la 

utilización constante de energía. Si cortamos el su.~inistro de energía a 

una célula, ésta tiende a degradarse hasta un estado de total desorganiza

ción. Además del trebajo químico necesario para preservar la integridad 

de la organización de la célula, ésta necesita energía para llevar a cabo 

los distintos tipos de trabajos mecinicos, eléctricos, químicos y osmdticos 

que constituyen los procesos metabólicos de los organismos. 

Esta energía necesaria para el funcionamiento celular, y por lo 

tanto,para la existencia de la vida, la toman las células de la ruptura de 

los enlaces de los nutrieutes que ce degradan durante los distintos procesoe 

catabólicos que llevan a cabo. Dicha energía,es almacenada por las células 

que fabrican los alimentos y que posteriormente sirven como combustible pa

ra que se puedan realizar los procesos anabólicos. 

Puesto que la célula fun ciona esencialmente a temperatura cons

tante, no puede utilizar energía calorífica para realizar trabajo; por lo 

tanto,debe obtener y utilizar la energía a una temperatura constante y baja 

en un medio acuoso diluido y dentro de estrechos límites de concentración 

de iones hidrógeno, 
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Para asegurarse su energía, la célula ha perfeccionado extraor-

dinariamente durante los largos períodos de evolución orgánica, organelos 

celulares con mecanismos mole~ulares que trabajan con gran eficiencia en 

esas condic iones. Estos organelos son: los cloroplastos , que se encuentran 

en las células de las plantas verdes y llevan a cabo los procesos fotosint! 

ticos, y las mitocondrias, que se encuentran tanto en células animales como 

en las vegetales y llevan a cabo la fosforilaci6n oxidativa. 

La mitocondria es tal vez el organelo celular mis estudiado y 

conocido, es el ejemplo mas avanzado que se conoce de relaci6n entre los me 

canismos moleculares de reacción y la ultracstructura, Se le denomina con 

frecuencia la central de energía de la célula, pero es mucho mis que eso 

puesto que realiza otras funciones adem4s de suministrar energ!a como 

son, el transporte, la codificación y la síntesis de algunas de sus proteínas, 

• Se encuentra en el citoplasma de todas las células eucariotes aeróbicas, cer-

ca de las estructuras que mis requieren de energ!a como las miofibrillas, 

los trtbulos renales y el ax6n neuronal, 

El Adenosintrifosfato (ATP) es el transportador universal de ener-

g!a en las células . Esta molécula a ct6a transfiriendo su fos f a to tP.rminal 

rico en energ!a a otras molé culas, Durante este proceso, se convierte en 

Adenosindifosfato (ADP), que nuevamente puede ser transformado en ATP por 

los sistemas regeneradores de energía de la célula. Esta regeneración del 

ATP se realiza a través de varias etapas en el proceso de ruptura y oxida-

ci6n de los alimentos. 

El tama~o y forma de la mitocondria var!a de un tipo de célula a 
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otro. Mide aproximadamente de 2 a 5 ..u de longitud y 1 ..u de ancho, y su 

forma puede ser tanto esférica, como cilíndrica o filiforme. Su nm:tero 

en las diferentes células varia mucho, desde unas cuantas docenas en al~ 

nas levaduras hasta 200,000 en las células del huevo de algunos vertebrados. 

La mitocondria está constitu!da por dos membranas continuas y 

diferentes (Fig. 1), cada una de ellas fonnando un saco cerrado e indepe!!. 

diente que puede representarse como un saco dentro de otro saco. 

o 
La membrana externa de 70-A de grueso es lisa y permeable a saca 

rosa, iones, nucle6tidos y todo tipo de p~quelliis moléculas, mientras que la 
o 

interna de 50-55 A de grueso tiene una serie de invaginaciones llamadas "ere~ 

tas" y su permeabilidad es altamente selectiva ya que solo deja pasar a 

través de ella algunos metabolitos. 

Las dos membranas limitan dos espacios: el espacio intermembranal 

y la matriz mitocondrial. Estas dos membranas poseen tres notables propieda-

des: buena fuerza tensora, estabilidad y flexibilidad. 

Cada membrana está compuesta fundamentalmente por dos materiales: 

proteínas y lípidosº Ambos compontntes tienen una función estructura!, y las 

proteínas además, tienen una funci6n enzimática. Los l!pidos son aproximad! 

mente el 50% de la masa de la membrana, y de éstos, el 90% son fosfol!pidos 

cuya proporci6n en las membranas se puede apreciar en la tabla l. 

Dada la importan~ia de las funciones que residen en las membranas, 

su estructura y componentes ha tratado de ser visualizada mediante diferentes 



Fig, 1 

(A) La mitocondria está constituida por dos membranas, cada una de ellas 

tiene un grosor aproximado de 6 nm. 

(B) La membrana interna est~ plegada en "crestas" cubiertas con esferas 

que corresponden a la ATP sintetasa, cada una de ellas de aproximadamente 

8,5 nm, de diAmetro. Las mitocondrias expuestas a sonicaci6n dan lugar 

a pequei'las partículas submitocondriales (C) de polaridad invertida, que 

son capaces de realizar la fosforilaci6n oxidativa. 

(Tomado de 21, 37). 
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Tabla l 

Composici6n de Fosfol!pidos en la Mitocondria 

Mitocondria Membrana Membrana 
Interna Externa 

Cardiolipina 22.5% 21.5% 3.2% 

Fosfatidilinositol 7.0 4.2 13.5 

Fosfatidilserina N.D. N .D. N.D. 

Fosfatidiletanclamina 28.4 27 .7 25.3 

Fosfatidilcolina 40.0 44.5 ss.2 

No identificado 2.3 2.2 2.5 

% individual de fosfol!pidos expresado como% del f6sforo total. 

Tomado de apuntes del curso de Bioenergética impartido por el Dr. L. 

Pedersen en la Universidad de Johns Hopkins en 1974. 

N. D. = No determinado 
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modelos, Se ha postulado recientemente (22) que todas las membranas de los 

diferentes organelos as í como la membrana citoplásmica tienen esencialmente 

la misma composici6n: proteínas, l!pidos y carbohidratos en menor proporci6n. 

El modelo membranal mas aceptado en la actualidad es el conocido 

como"modelo del mosaico fluído" (43) (Fig. 2). En este modelo , los fosfol.f. 

pidos forman una doble c.apa discontinua, con sus grupos hidrof6bicos orient_!! 

dos hacia el interior y los hidrof!licos hacia el exterior tal y como fue 

postulado por Davson y Danielli en 1935 (4) en el que, las proteínas forma-

ban una capa contínua adherida a las caras hidrofílicas de la bicapa de lí-

pidos; en cambio en este nuevo modelo de Singer, las proteínas se pueden e~ 

contrar tanto en el exterior ( ~omo en el modelo de Davson) llamándose peri-

féricos, como parte de ellas sumergidas dentro de la bicapa y parte en el 

exterior, denominándose integrales. Algunas otras proteínas se encuentran 

atravesando la membrana y están ancladas a ella po; una serie de aminoác idos 

neutros que se fijan a la parte hidrof6bica de la dolbe capa conteniendo a! 

gunos otros aminoácidos de tipo polar hacia el exterior de ésta. 

Todo este mosaico de l!pidos y proteínas tiene fluidez, lo que 

onf i er e a las proteínas la propied3d de t ene r movilidad de un lado a otro 

de la membrana a diferencia del modelo de Davson y Danielli en el que la 

membrana era una estructura rígida, Estas proteínas parecen ser del tipo 

globular. 

" 11 El modelo del mosaico fluído es el único modelo membranal des-

crito hasta la fecha que es consistente tanto con las propiedades físicas 

y estructurales de las mE!llbranas, como con las restricciones termodinrunicas 

existentes en ~stas. 



Fig. 2 

(,e.) Esquema del modelo membranal del "mosaico flu!do". Los fosfol!pidos 

se encuentran acomodados en una bicapa dis continua con sus cabezas pol~ 

res en contacto con el agua. Las prote!nas globulares se pueden encon

trar tanto en el exterior de la bicapa (periféricas), como parcial o t2 

talmente en el interior (integrales) las que atraviesan todo el grosor 

de la bicapa y pueden tener sus partes polares fuera de ésta en contacto 

con el agua, y sus partes no polares en contacto con la bicapa; estas 

prote!nas son anfipáticas. 

(B) Esquema tridimensional del modelo del "mosaico flu!do". Los cuerpos 

s6lidos representan a las prote!nas glQbulares integrales que se encuen

tran ·distribuídas al azar dentro de la bicapa lip!dica. 

(Tomado de 43). 
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Una fra cc i6n onsiderable de las r eaccion es mitocondriales se 

lleva a cabo en la membrana interna, siendo las principales . las relac iona

das con la degrada ci6n oxidativa de los sus t ratos unida a la transferencia 

de electrones y a la fosforilaci6n oxidativa . 

Las cr estas mitocondria l es son muy numerosas,aumentando consid~ 

rablemente la s uperficie de la membrana int e rna en compara ci6n con l a ex te r

na, y est~n tapizadas por una serie de pequ effos gránulos que corresponden 

al sistema enzimático llamado ATPasa, cuya fun ci6n es la de catalizar la 

síntesis o la hidr6lisis de l ATP. 

El espacio cerrado entre las do s membranas es conocido como es

pad.o intennembranal y en él se encuentran un pequeffo m~mero <le enzimas 

cuya funci6n no ha quedado hasta el momento muy clara. 

El espacio interior delimitado por la m
1
embrana interna contiene 

un gel llamado "matriz mitocondrial", que e.stá constitu{do aproximadamente 

por ser~ de prote ínas. La mayor parte de estas proteínas son enzimas que 

catalizan el Ciclo de Krebs también llamado Ciclo del Acido Tri carboxílico 

ó Ciclo del Acido Cítrico. En este ciclo, se oxidan los prjncipales :ompo

nen tes de las cé lulas hete rotr6 fi-: a s , que son los carbohídratos, los ácidos 

grasos y las proteínas. Para que es to suceda , caca uno de es tos nutrien tes 

ti ene que s er preparado por medio de reac .· iones enzimáticas pr e liminares 

para poder ingresar al ciclo. En estas reacc iones, los nutrientes se de

gradan hasta un ce to ácido en fonna a c tivada <;ue es la Acetil Co enzirna A. 

Esta molé cula actúa como transportador de grupos a cetilo en la célula , los 

cuales son transfonnados a través de las varias reacciones enzimáticas de 
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6xido-reducc i6n, dando como resultado la captación de átomos de hidr6geno 

por las coenzimas de las respectivas deshidrogenasas (como el NAD y el 

FAD) que en su forma reducida transportan a estos hidr6genos hacia la 

cadena respiratoria. 

La cadena respiratoria o ' adena de transporte de electrones 

es la senda final en la que, todos los hidr6genos o electrones provenien

tes de los diferentes sustratos oxidables fluyen por diferencia de poten

cial hacia el ox!geno, que es el oxidante o aceptor final de electrones 

en las células aer6bi~as, formándose tt2o en e l último paso de las oxida

ciones celulares. Los electrones que pasan a través de la cadena tienen 

un contenido relativamente alto de energía y a su paso por los diferentes 

aceptores liberan mucho de su contenido energético que es recuperado y 

conservado en la forma de moléculas de ATP. 

Los componentes de la cadena respiratoria no han sido purificados 

totalmente hasta el momento. Según Ohnishi (Fig. 3) (31), está formada por 

una serie de diferentes deshidrogenasas cuyas ~oenzimas pueden ser el NAD 

o el FAD seguidas por un aceptor común de los electrones provenientes del 

NAD y FAD que es la coenzima Q, una serie de traEsportadores de ele..:trones 

fonnados por distintas ferrosulioprote:f.nas y varios cito L·romos que contienen 

grupos " Heme " constitu!dos por una molécula de porfirina y Fe. Los elec

trones son transportados a través de todos estos acarreadores hasta llegar 

al oxígeno, que es el mas electropositivo dL los aceptores y que en el último 

paso se reduce formando agua. 

Es te transporte es llevado a cabo ,·uando un acarreador se oxida 



Fig. 3 

Componentes de ln cadena respiratoria, sitios de ácoplamiento de energía 

y sitios de acci6n de inhibidores de la respiraci6n, según Ohnishi (31). 

Las ferrosulfoprote!nas (Fe-S) se encuentran numeradas para su identifi 

caci6n. 
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y dona un electr6n al siguiente en la cadena, este al recibirlo se reduce 

y luego se oxida al donar a su vez el electr6n recibido por el primer ac!_ 

rreador. El proceso se repite a través de todos los acarreadores hasta 

que, el electr6n transportado llega a la molécula de oxígeno. 

Los citocrornos de la cadena pueden transportar un electr6n en 

cada paso, en cambio las moléculas de NAD, FAD y CoQ pueden transportar 

dos a la vez, y por esta raz6n cada citocromo debe reaccionar dos veces 

por cada vez que reaccionan las moléculas de NAD, FAD y CoQ. 

Por cada par de itomos de hidr6geno removidos en cada uno de 

los cuatro pasos de deshidrogenaci6n del Ciclo de Krebs, un par de electr2 

nes entra a la cadena respiratoria y reduce un itorno de oxígeno para formar 

agua. Los diferentes transportadores de la cadena estin agrupados en unid!_ 

des llamadas "segmentos respiratorios". 

La transferencia de electrones a través de la cadena respirato

ria se puede concebir como una serie consecutiva de reac ~ iones enz:i.mA'.ticas 

conectadas por intermediarios comunes. 

Existen ev iden ~ ias experimentales que apoyan la sugesti6n de 

Mit chell (28) en la cual los componentes de la cadena respiratoria se en

cuentran alternativamente colocados tanto en la cara exterior de la membrana 

interna como hacia la cara interior de esta membrana. 

Los sustratos de la cadena provenientes de las reacciones de 

6xido-reducci6n del Ciclo de Krebs y de otras fuentes, pueden verter sus 

electrones a diferentes niveles en la secuencia de acarreadores de electrones, 
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as! los sustratos del sitio 1 (Fig. 3) son: el piruvato, el malato, el 

isocitrato, el glutamato y la 3 hidroxiacil CoA, los del sitio 2 son: 

el succinato, el acil-CoA y el glicerol fosfato, y para el sitio 3 

únicamente el ascorbato. 

Existen una serie de inhibidores del transporte enzimático de 

los electrones a través de la cadena: la rotenona, el amital y otros bar

bitúricos cuyo sitio de acci6n se encuentra entre el NAD y la CoQ (sitio 

1), la antimicina A que inhibe la transferencia de electrones entre el 

citocromo b y el c (sitio 2), y el cianuro que actúa sobre la citocromo 

oxidasa (sitio 3) (Fig. 3). 

Estudios cualitativos de la cadena respiratoria en mitocondrias, 

en las que se llevan a cabo las diferentes reacciones del Ciclo de Krebs 

y el transporte de electrones, han revelado que, t~nto las moléculas de fo~ 

fato como las de ADP son componentes necesarios para que se lleve a cabo el 

transporte de los electrones a su máxima velocidad y para que se sinteti

cen a partir de dichos componentes las moléculas de ATP en el proceso lla

mado "fosforilaci6n oxida ti va". 

La fosforilaci6n oxidativa es el mecanismo mas importante en la 

conservaci6n de la energía prcducida por la oxidaci6n de los alimentos en 

los diferentes procesos metab6licos. Por cada molécula de NADH que se oxi 

da en la cadena de transporte de electrones se producen tres moléculas de 

ATP. 

La cadena de transporte de electrones posee tres segmentos espe

cíficos en donde existe un decaimiento relativamente alto de energía libre 

_J 
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(Fig, 3): entre el NAD y la CoQ, entre el citocromo b y el c, y entre el 

citocromo a y la molécula de oxígeno. En estos tres sitios de la cadena 

es donde se pueden generar durante el transporte de electrones, estados 

o intermediarios de alta energía que puedan llevar a cabo la síntesis de 

la mol~cula de ATP, A estos segmentos de la cadena se les conoce como los 

sitios 1, 2 y 3 de la fosforilaci6n y es para los cuales se han disefl.ado 

los inhibidores del transporte de electrones mencionados anteriormente, 

como la rotenona para el sitio 1, la antimicina para el sitio 2 y el cianuro 

para el sitio 3, La cadena respiratoria actGa entonces, como un sistema 

molecular liberador de energía en forma de pequefl.os paquetes, tres de los 

cuales tienen suficiente energía para la síntesis de una molécula de ATP. 

Tanto la síntesls de ATP, como su hidr6lisis para formar ADP 

y fosfato inorgánico liberando energía para ser usada en los diferentes tra

bajos metab6licos, son llevadas a cabo en el complejo de ATPasa. 

La ATPasa mitocondrial es posiblemente el sistema enzi.mltico 

mas complejo que conoce el hombre. Este sistema, en su forma intacta, se 

encuentra ensamblado a la membrana interna de la mitocondria. Est~ formado 

por cuatro componentes funcionales (Fig, 4) (42): Una cabeza esférica llama

da Factor de acoplamiento, Factor 1 o F1 que realiza la actividad de la 

ATP3sa, un ~ector membranal que aparentemente dirige el flujo de protones 

a la F1 durante la fcrsforilaci6n oxidativa, un péptido básico o "tallo" 

(OSCP) que mantiene unida a la F1 con el sector membranal y que le confiere 

sensibilidad a un inhibidor de la actividad de la F1 llamado oligomicina, 

y un péptido que inhibe la actividad de la ATPasa durante la fosforilaci6n 

oxidativa. 



Fig. 4 

(A) Morfolog!a del complejo de ATPasa con sus tres componentes funcionales: 

la F1 con sus diferentes subunidades protéícas, el "tallo" o OSCP y el_ 

"sector membranal" con sus cuatro subunidades prot~icas. La proteína in-

hibitoria de 1a ATPasa (no representada en la figura) puede ser parte de 

la F1 6 según Pedersen (33) una entidad separada. 

(Tomado de 42). 

(B) Esquema que ilustra la forma en que el complejo de ATPasa participa 

en la síntesis e hidr6lisis del ATP. En este esquema se puede apreciar 

• que es posible que exista un sitio para la síntesis del ATP y otro para la 

hidr6lis is, ó diferentes conformaciones del mismo sitio. 

(Tomada de 33). 
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La F1 y el sector membranal pueden ser subdivididos en 5 y 4 

polipéptidos diferentes respectivamente. El "tallo" representa el décimo 

polipéptido y en cuanto a la identidad del inhibidor de la ATPasa alin exis

te mucha controversia, seg{in Pedersen (33) representa el décimo primer com

ponente. 

Existen tres diferentes hip6tesis para tratar de explicar la 

formaci6n de ATP en las mitocondrias: la.hip6tesis Química, la Quimio-osm~ 

tica y la Conformacional. La hip6tesis Química propuesta por Slater (30) 

postula la formaci6n de intermediarios de alta energía en pasos previos a 

la síntesis de ATP durante la fosforilaci6n oxidativa. Supone que cuando 

un par de electrones pasa de un transportador a otro, se genera un enlace 

de alta energía que se transmite a un nuevo componente, probablemente una 

prote!n~ que no es un transportador de electrones. El enlace de alta ener

gía as! formado se convierte en el precursor del fosfato de alta energ!a en. 

el ATP a través de una serie consecutiva de reacciones (Fig. SA). Hasta' la 

fecha este intermediario de alta energía no ha podido ser aislado. 

La hip6tesis Quimio-osm6tica desarrollada por Mitchell (28), 

propone la formaci6n de moléculas de ATP sin intermediarios de alta energía 

como en el caso de la hip6tesis Química. Sugiere que la membrana mitocondrial, 

es un elemento esencial en el mecanismo de la fosforilaci6n oxidativa y que 

siendo anisotr6pica e· impermeable a los iones Jt, el transporte de electro

nes a través de la cadena respiratoria genera un gradiente de iones ft a 

través de esta membrana. Este gradiente se forma por la extracci6n de los 

iones irt de la matriz mitocondrial hacia el medio externo (Fig. SB). La 

energía libre que decae durante el transporte electr6nico se conserva entonces 



Fig. S. 

(A) Hip6tesis Química del acoplamiento energético en la fosforilaci6n ox! 

dativa. A y B son dos ·acarreadores de electrones, I es un factor acoplante 

y E es la enzima que forma al ATP. 

Cuando uno de los acarreadores en su estado reducido Ared se encuentra en 

uno de los sitios de acoplamiento de la cadena, es oxidado por el otro ac.!. 

rreador Box, formándose un compuesto de alta energía Aox"'I• Aox es ento!! 

ces desplazado por la enzima E para formar ENI. En el siguiente paso _en-

tra el fosfato inorgánico para formar una fosfoenzima p,...E, que es el do~ 

dor de fosfato al ADP para formar finalmente el ATP. 

La actividad de ATPasa es la suma de las reacciones 3 y 4. La actividad 

de recambio p3~ ATP es la reacci6n hacia la derecha suma de las 3 y 4. La 

reacci6n 4 es el recambio ADP~ATP. 

(Tomado de 22). 

(B) Hip6tesis Quimio-osm6tica del acoplamiento energético en la fosforilaci6n 

oxidativa. 

En el interior de la mitocondria un sustrato (SH2) dona sus hidr6genos al 

acarreador de H2 en la primera "asa". Este acarreador de hidr6geno deposi- .1 

ta fuera de la membrana dos Ir+ y transfiere los electrones a un acarreador 

de electrones que los regresa al interior de la mitocond~ia para completar la 

primera "asa". Los protones que se encuentran en el lado externo de la membr.!_ 

na son tomados por el sistema acoplante (ATPasa reversible ) que los incorpora 

al agua durante la formaci6n de XrvY. Nuevamente se liberan protones en el 

interior de la mitocondria cuando se forma el ATP a partir de ADP y Pi. Estos 

protones junto 'con los electrones provenientes de la primera "asa" reducen 

al segundo acarreador de H2• 



Aox - I + Bred 

Aox + E- I 

E-1 + P¡ I + E- P 

E- P + ADP ~=' E + ATP 

<A) 

EXTERIOR 

8 

~o 

,~r acarreador d~ H
2 

---~-Y----~ X-Y 

XH + YOH 

~-----x- + vo-

( 8) 

Fig 5 

( 1 ) 

( 2) 

( 3) 

INTERiOR 

8 
SH 2 

s 

AOP+ P¡ 

ATP+ 2~J 



Este proceso cíclico se repite hasta que se hayan translocado seis proto

nes por cada NADH oxidado y se hayan formado tres moléculas de ATP. 

Durante la síntesis del ATP se forma X-Y por la deshidrataci6n de :tH + 

YOH, convirtiéndose en un intermediario de alta energía XNY que se di

rige hacia el interior de la mitocondria cediendo su energía para la sín

tesis de ATP. 

(Tomado de 36). 
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en el gradiente de pH y potencial eléctrico formado a ambos lados de la mem 

brana. Por cada par de electrones que recorre la cadena desde el NAD hasta 

el oxígeno, son extraídos de la matriz mito condrial tres pares de iones H+. 

El gradiente de tt+ rico en energía da lugar a la formaci6n de ATP en el si

tio activo de la ATPasa a partir de ADP y fosfato inorgánicos removiendo 

agua en forma de iones tt+ y OH- (Fig. SB). 

Mitchell ha modificado su hip6tesis sugiriendo que el gradiente 

de alta energía no es generado únicamente por los iones H+ sino que también 

puede ser prooucido por otros iones. 

ror último, la hip6tesis Conformacional sugiere que la energía 

del transporte de electrones es convertida directamente en un estado con

formacional de la membrana interna rico en energía. Esta energía conforma

cional es la causante de la formaci6n del ATP (l).
0 

La existen cia de tres hip6tesis que tratan de explicar los me ca

nismos de conservaci6n de energía durante el transporte de elec trones ha 

creado una gran controversia. 

Los mecan ismos de la fos fo rilaci6n oxidativa repr esentan uno de 

los desafíos te6ricos y experimentales mas interesantes dentro de la bioqui 

mica moderna. 
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OBJETIVOS 

La finalidad fundamental de este trabajo y de una serie de tr~ 

bajos hechos en nuestro laboratorio, es demostrar si existe una interela-

ci6n molecular entre el sistema de transferencia de electrones y el sist~ 

ma fosforilante, como lo propone Slater en la hip6tesis Química (30) O 

si por el contrario, no existe ningGn tipo de relaci6n molecular entre los 

dos sistemas como ha sido propuesto por Mitchell en su hip6tesis Qu:bido-

osm6tica (28). 

Previos a este trabajo, se describieron efectos comunes de dos 

diferentes cationes, el~ y la octilguanidina*sobre la cadena respiratoria 

y el sistema de ATPasa. (9-16,24,25,32,34,35,38,45,46). El ict activa a la 

ATPasa y a la respiraci6n con sustratos del sitio 1, y en cambio la octilSU;! 

nidina inhibe la llctividad de ambos sistemas en las mismas condiciones. 'f8!!!: 

bi~n se ha descrito la competencia existente entre estos dos cationes (16) 

siendo esto indicativo de un posible sitio de acci6n comGn para ambos. 

Con estos antecedentes se plante6 el problema de la siguiente 111.! 

nera: existen dos posibilidades para explicar los efectos de los cationes en 

la cadena respiratoria y la ATPasa, la primera,en la cual el sitio de acci6n 

de ambos cationes es Gnico y comGn para laATP sintetasa y la cadena respira-

torta, inclinindonos esta alternativa hacia la hip6tesis Química, y la seSU!l 

da,en la que existieran dos sitios diferente~ de acci6n para ambos cation1!8, 

uno en la cadena respiratoria y el otro en el sistema de ATPasa, impidi~ndo-

nos esta posibilidad optar por alguna de las hip6tesis de fosforilaci6n antes 

mencionadas. 
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El primer pas o a resolv e r er,1 dilucidar en que sitio de la mem

brana mitocondrial interaccionan los ~ ationes estudiados; para responder 

a esta pregunta se utilizaron dos tipos de metodologías diferentes: una, en 

la cual se emplearon mutantes de levadura que care 2en de algunos componen t es 

de la membrana y que r esultaría en c ierta forma en una extra cci6n gen~tic a, y 

la otra , en la que se extrajo alguno de estos ~ omponentes por métodos en z iJn! 

ticos. En ambos casos se estudiaron los efectos del K+ y la octilguanidina 

sobre tres diferentes parámetros de las funciones mitocondriales : la respir~ 

ci6n, la ATPasa y la fijaci6n de estos cationes a la membrana, 

Ya que los componentes principales de la membrana mitocondrial son 

los fos folípidos y las proteínas, teniendo ambos cargas negativas con las cua 

les los cationes podrían interaccionar; los f os folípidos en los grupos fosfato 

y las proteínas en los carboxilos, se comenz6 a tratar de resolver el proble

ma hidrolizando enzimáticamente los fosfolípidos d; la membrana, s iendo estos 

datos los que se describen en el presente trabajo, Se parti6 de partículas 

sonicadas de hígado de rata las cuale s carecen de enzimas de la matriz mito

condrial y de la membrana externa, y que conservan la integridad de la mem

brana interna pero con su polaridad invertida (20) teniendo tanto el sistema 

de transporte de ele ~ trones como el de ATPasa íntegros, y los posibles sitios 

de acci6n de los cationes accesibles y no modificados, Esta prepa.-aci6n ti~ 

ne además la ventaja de minimi7ar los problemas de transporte que se pres entan 

en las mitocondrias enteras. Estas partículas se trataron con fosfolipasa C 

de Clostridium perfringens que hidroliza preferentemente a la fosforil _olina 

de la fosfatidil colina, dejando an ,: lado a la membrana el diglicérido 

correspondiente (Fig. 6) (3,27). Después del tratamiento con fosfolipasa 



Fig. 6. 

La fosfolipasa e (c.p.) tiepe la propiedad de hidrólizar a la fosfatidil 

colina o lecitina, liberando a la fosforil colina y el diglicérido corre! 

pondiente. 
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estas preparaciones se depletaban de aproximadamente un 50'7, del f6sforo 

total y esto nos permiti6 estudiar las diferencias existentes entre el 

efecto de los cationes en el conswno de oxígeno, la ATPasa y la fijaci6n 

de éstos a la membrana, y los efectos de los mismos cationes en partículas 

control. 

Considerando que la fosfatidil colina o lecitina constituye el 

447. de los fosfolípidos de la membrana interna de la mitocondria y que 

éstos a su vez son el 90% de los lípidos de dicha membrana (8), esperaríamos 

que al quitar por medio de la fosfolipasa e (c.p.) la fosforil colina que 

sería uno de los posibles sitios de anclaje de los cationes en los fosfo

l!pidos (39,40) tendríamos una modificaci6n en los efectos de los cationes 

sobre la respiraci6n, la actividad de la ATPasa y sobre la fijaci6n de éstos 

en la membrana, si es que realmente esos fosfol!pidos fueran el sitio de 

acci6n de los cationes empleados, y si, por el conttario el sitio de acci6n 

de estos cationes no fueran dichos fosfol!pidos, esperaríamos que no hubiera 

modificaci6n en los parámetros estudiados. 

Los resultados de este trabajo nos permiten sugerir que el sitio 

de acci6n de los cation~s se encuentra localizado en una proteína de la 

membrana interna de la mitocondria. 
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MATERIALES Y METODOS 

Obtenci6n de Mitocondrias 

Las mitocondrias se obtuvieron de hígado de rata siguiendo el 

m~todo des crito por Schneider y Hogeboom (41). Las centrifugaciones se 

llevaron a cabo en una centrifuga Sorvall modelo RC2-B refrigerada. 

La metodología seguida se en cuentra resumida en el siguiente 

cuadro sinóptico. 

Extracción del hígado y homogeneizado en 3 volúmenes de 

Sedimento 

(descartar) 

Sedimento 

Mitocondrias 

sacarosa 0.25 M pH 7.3 (Tris) 

¡ 
Centrifugación 10' a 800 x g 

1 

Centrifugaci6n 10' a 12500 x g 
1 

Suspensi6n en 3 volúmenes de sacarosa 

0.25 M pH 7. 3 (Tris) 

v 
Centrifugación 10' a 12500 x g 

i 
Sobrenadan te 

Sobrenadan te 

(descartar) 

Sobrenadante 

(descartar) 
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Preparaci6n de PSM 

Las partículas se prepararon a partir de las mitocondrias obtenidas siguieg 

do el método de Lee y Ernester (20). Esta metodología se describe en el 

siguiente cuadro: 

Suspens i6n de l as mito condrias en sacarosa 0.25 M pH 7.3 

(Tris), aproximadamente 40 mg proteína/rol 

i 
Aj.us te a pH 8. 6 con tris 

i 
Sonicado a ~ima potencia del sonicador MSE (2 amperios) 

durante 6 ' "ºn intervalos de 1 1 de descanso entre cada 

período de sonicaci6n manteniendo la suspensi6n en bacro de 

hielo 

i 
Centrifugaci6n 10' a 12 000 x g 

Sedimento .-------------- Sobrenadante 

(descartar) 

" Centrifuga ci6n 60' a 105 000 x g en 

ce~trifcga Spinco Modelo L. 

Sedimento Sobrenadan te 

Partículas Submitocondriales (PSM) (descartar) 

Las PSM se resuspenden aproximadamente 80 mg prot./ml en sacarosa 0.25 M 

pH 7.3 (Tris). 
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Consumo de oxígeno 

Las mediciones .del consumo de oxígeno se hicieron utilizando el 

método polarográfico con un electrodo de oxigeno (Yellow Springs Instrument 

Co. ), y graficando los cambios en concentraci6n de oxigeno del medio res

pecto al tiempo en las diferentes condiciones especificadas en las respect! 

vas figuras . 

El registro del consWl'..o de oxigeno se inici6 con la adici6n de 

NADH 1 mM para el caso del est~dio del sitio 1 y succinato 3.3 mM para el 

sitio 2. 

El KCl se adicion6 a una concentraci6n final de 33 mM cuando ya 

habia sido consumido aproximadamente el 3<1%. del oxígeno del medio. Para 

evaluar los efectos de la fosfolipasa C en el consumo de oxigeno de los 

PSM, la enzima se adicion6 a la cubeta del ox!metro; las concentraciones 

de ésta y los tiempos de incubaci6n se encuentran indicados en los respecti• 

vos experimentos. 

La actividad de la ATPasa se determin6 incubando 1 mg de proteína 

de PSM 10' a 30°C y con agitaci6n en un aparato de Dubnqff, en las diferentes 

condiciones especificados en las figuras. La reacci6n se detuvo con TCA 

a una concentraci6n final de 6%, y la actividad de la enzima se evalu~ mi

diendo la concentraci6n de f6sforo inorgánico liberado del ATP según el 

método calorimétrico reportado por Sumner (44). 

Para el tratamiento de las PSM con fosfolipasa C usadas en la 
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medic i6n de ATPasa, éstas fueron previamente incubadas 60' a JOºC con y 

sin fosfolipasa C (c,p,) en un medio que contenía sacarosa 250 ml'!, tris 

5 mM pH 7.3 (HCl) y 0.08 mg de fosfolipasa C por cada mg de proteína, 

en un volumen final de 1 ml por mg de proteína mitocondrial. 

Ambas preparaciones, con y sin fosfolipasa, se recuperaron del 

medio de incubaci6n centrifugando 60' a 105 000 x g, 

fijaci6n de 45ca, 

La fijaci6n del 45ca2+ a la membrana de las PSM se llev6 a cabo 

'Pºr la técnica de equilibrio Cte diálisis a través de una membrana de eelofi!n, 

siguiendo el método descrito por Englund (7). En este método 20,ul de una 

alicuota de una soluci6n conteniendo las PSM a concentraci6n de 0.5 mg/ml 

se adicionan a una de las cámaras de diálisis y 20.,ul de una soluci6n de 

45 2+ Ca de concentraci6n y actividad especificada en los experimentos respe c-

tivos en la otra cámara, 

Después del equilibrio a través de la membrana el cual reqL•iere 

agita ci6n durante 120' a temperatura ambiente, se mide la distribuci6n de 

la radioactividad a través de las dos cámaras en un contadcr de centelleo 

(Nuclear Chicago), y el cálculo de las nmolas fijadas a la proteína se 

efectu6 ha ciendo la relaci6n entre cuentas fijadas en la cámara con proteína 

menos cuentas fijadas en la cámara sin proteína sobre las cuentas totales, 

F6sforo total 

La medici6n del contenido total de f6sforo se efectu6 con las 

partículas tratadas así como con los controles, para determinar la cantidad 
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de f6sforo total existente y comparar el contenido de f6sforo en las par

tículas control con las tratadas con fosfolipasa C,y deducir la cantidad 

de f6sforo liberado con el tratamiento con la fosfolipasa. 

Esta medici6n se llev6 a cabo digiriendo a la flama 0.025 ml 

de PSM con 0.5 ml de H2so4 7.5 N, seguido por la decoloraci6n de la mezcla 

adicionando unas gotas de HN03 2N y calentando en hado de ebullici6n durll!! 

te 20'. El f6sforo así liberado se determin6 por el método de Sumner (44). 

Extracci6n de lípidos 

La extracci6n de los lípidos de las PSM se llev6 a cabo siguiendo 

el método descrito por Fleischer et al ( 8 ). A 1 ml de PSM en una concen

traci6n de proteínas de 50 mg/ml en sacarosa 0.25 M pH 7.3 (tris) se le 

agregan 24 ml de una soluci6n que contiene 2.5 ml de H20, 25 ml de acetona 

y 3,µl de hidr6xido de amonio concentrado. Las PSM se recuperan del medio 

centrifugando a 105 000 x g durante 60' y se lavan con sacarosa 0.25 M pH 

7.3 (tris) para volverlas a recuperar con una nueva centrifugaci6n a 105 000 

x g durante 60' 

Estudio d~ Microscopía Electrónica 

El estudio de microscopía electr6nica fue efectuado por el Dr. 

Alfonso Cárabez. Las PSM se fijaron en Glutaraldehido al 3% + ca++ por 2 

horas, fueron postfijadas con tetra6xido de osmio, deshidratadas con acetona 

(50-100"1.) e infiltradas e incluídas por el procedimiento de inclusión en 

EPOtt°descrito por Luft (26). 

* Harca Reg. 
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Las secciones se obtuvieron con navaja de diamante en el ultra

microtomo Reicherdt, se tiflieron con acetato de uranio y citrato de plomo, 

y fueron observadas en el microscopio Zeiss EM95 operado a 60 KV. 

Las determinaciones de proteína fueron llevadas a cabo colori

métricamente siguiendo el método descrito por Lowry (19). Todos los react.! 

vos utilizados fueron de máxima pureza. 
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RF.sULTADOS Y DISCUSION 

Efecto del K+ sobre el conslllllO de ox!geno. 

Se prob6 el efecto de 33 mM de KCl sobre el consumo de oxígeno 

de PSM control y PSM preincubadas 5' con diferentes concentraciones de 

fosfolipasa especificadas en las figuras. La reacci6n se inici6 con la 

adici6n de NADH. 

En la fig. 7 se observa que el efecto activador del ic+ en la 

respiraci6n se mantiene a pesar de un tratamiento bastante severo de las 

partículas con la fosfolipasa. Podemos ver que aWi cuando se ha disminu!do 

la capacidad respiratoria de las partículas por las altas concentraciones 

de la enzima usadas, el~ mantiene su capacidad de activar a la respira

ci6n. Esto es mas notorio si observamos la fig. 8 en la que está grafic_! 

do el mismo experimento en % de· actividad para el control y para la rela~ 

ci6n del consumo de ox!geno en presencia de ic+ sobre el control. Vemos 

que el 7. de activaci6n por ~ permanece prácticamente inalterado mientras 

que el control decrece. 

Estcs resultados parecen indicar que el sitio sobre el cual el 

~ ejerce su acci6n no ha sido afectado por nuestro tratamiento. 

Es interesante hacer notar que a bajas concentraciones de fosfo

lipasa (lpg/mg de proteína) existe un ligero efecto activador en el consl.llllO 

de oxígeno tanto en el control como en presencia del cati6n. Este efecto 

puede ser atribuído a una mayor permeabilidad del substrato o del KCl. 



Fig. 7. 

Efecto de la concentraci6n de fosfolipasa C (c.p.) sobre el cons\.llllo de 

oxígeno en presencia y ausencia de ic+- en PSM, expresado en nAO/min/mg. 

Las mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 a 27ºC) en 

una mezcla que contenía sacarosa 250 mM, tris 3.3 mM pH 7.3 (HCl), PSM 

5 mg. en un vol\.llllen final de 3 ml. usando como sustrato NADH 1 mM. El 

KCl se adicion6 a una con~entraci6n final de 33 mM cuando ya había sido 
\ 

consl.Dllido aproximadamente el 30% del oxígeno del medio. 
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Fig. 8. 

Experimento de la fig. 7 expresado en % de actividad del control y de la 

relaci6n K/C. 
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En la fig. 9 se estudi6 el efecto de diferentes tiempos de pre

incubaci6n de PSM control y tratadas con 5 pg de fosfolipasa C (c.p) por 

mg. de proteína. La reacci6n fu~ iniciada con la adici6n de NADH. 

Nuevamente podemos observar que aún a preincubaciones tan largas 

como 60 min.en que el consumo de oxígeno de las partículas se inhibe casi 

totalmente, el efecto activador del K"'" persiste. Esto lo podemos ver clara 

mente en la fig. 10 en la que se encuentra graficado el % de activaci6~ de 

los datos de la Fig. 9. En esta figura notamos que no s6lo no ha disminuído 

el efecto activador del K"'", sino que éste aumenta considerablemente conforme 

aumenta el tiempo de preincubaci6n. Esto nos permite deducir que es posible 

que el tratamiento con la fosfolipasa no s6lo no ha afectado los sitios de 

acci6n del K"'" ya existentes, sino que se hace evidentes nuevos sitios de 

interacci6n del cati6n a los cuales puede ser atribuído este aumento. 

En trabajos previos a éste, habíamos observado que el efecto de 

los cationes en la respiraci6n s6lo se observaba cuando se consumían subs

tratos del sitio 1 como el NADH, por lo que se postul6 que los cationes 

presentan especificidad de sitio en la cadena. Para constatar si este fen~ 

meno no había variado con las partículas tratadas con fosfolipasa C, reali

zan10s el experimento que se ilustra en la fig 11. En esta figura se mues

tra el efecto del tiempo de preincubaci6n de las PSM con 10 pg de fosfoli

pasa C (c.p.) por mg. de proteína sobre el consumo de oxígeno de partículas 

conslDiliendo un substrato del sitio l, el NADH, comparativamente con el con

sumo de oxígeno de partículas consumiendo un substrato del sitio 2, el suc

cinato; en ambos casos se estudi6 el efecto de la adici6n de 33 mM de KCl. 



Fig. 9. 

Efecto del tiempo de preincubacidn de las PSM con 5 µg. de fosfolipasa 

C (c.p.) por mg. de proteína en el consumo de oxígeno en presencia y au

sencia de 33 mM de KCl. La mezcla de reacci6n es la misma que la emple~ 

da en la Fig. 7. 
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Fig. 10 

Experimento de la fig. 9 expresado en % de actividad del control y 'de la 

relaci6n K/C. 
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Fig. 11 

Efecto del tiempo de preincubaci6n de las PSM con lOµg. de fosfolipasa 

C (c.p.) por mg. de proteína en el consumo de oxígeno en presencia y 

ausencia de 33 mM de KCl, con NADH 1 mM y succinato 3.3 mM pH 7.3 (Tris) 

como sustratos. 

La mezcla de reacci6n es la misma que la que se emple6 en la fig. 7. 
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En la fig. 11 se observa que en las partículas tratad as con fo~ 

folipasa persiste el efecto activador del K+ con NADH y en cambio no hay 

efecto en el conswno de oxígeno con suc cinato, Es de cir, el tratamiento 

con fosfolipasa no alter6 la especificidad del cati6n para los substratos 

del sitio l. 

Efecto de la octilguanidina sobre la actividad de la ATPasa. 

Una de las proteínas mas importantes de la membrana interna de la 

mito condria es la ATPasa; en trabajos frevios (16) s e demostr6 que otro ca 

ti6n la oc tilguanidina produce un efecto inhibidor en la activi dad de esta 

enzima en PSM, 

Con este antecedente, estudiamos el efecto de la octilguanidina 

en la ATPasa estimulada por Mg2+ de PSM control y ~ratadas con fosfolipasa 

C (c.p.). El tratamiento con fosfolipasa se llev6 a cabo como s e des cribe 

en "Materiales y M~todos", y podemos observar en la tabla 2 que este trata

miento libera a las partículas de un 5(77, del f6sforo total de los fosfolí

pidos de la ~embra.<a. 

En la fig. 12 observamos el efecto de diferentes concentraciones 

de oc.tilguariidina sobre la a c tividad de la ATPasa <le PSM control. y de PSM 

tratadas con fosfolipasa. Podemos notar en la figura que el efe c to inhibi

dor de la octilguanidina existe para todas las concentraciones usadas, tanto 

en las partículas control como en las tratadas con la enzima. 

Este resultado confirma las observaciones hechas en el cons wno 

de oxígeno, en las cuales el posible sitio del cati6n en la membrana no 



Tabla 2 

Detetminaci6n del F6sforo Total en las PSM 

pm Pi total /mg proteína desfosforilaci6n 

PSM - Fosfolipasa C (c.p.) 539.63 

PSM + Fosfolipasa C (c.p.) 250.74 53.53 

Las PSM fueron tratadas con el mismo procedimiento que se sen.ala en la 

fig. 12. 



Fig. 12. 

Efecto de la concentraci6n de .octilguanidina en la actividad de la ATPasa 

en PSM incubadas con y sin 0.08 mg. de fosfolipasa C (c.p.) por mg. de pr2 

te!na durante 60' a 30ºC. La actividad se determin6 en un medio que con

tenía sacarosa 250 mM, tris 10 mM pH 7.3 (HC~), MgC12 4 mM, ATP 0~11 mM 

pH 7.3 (tris), PSM 1 mg. y las diferentes concentraciones de octilguanid.! 

na ·especificadas en la figura. 
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ha sido modificado por el tratamiento con la fosfolipasa • La fig. 13 

ilustra el mismo experimento en 7. de inhibición en el que no se observa 

modificación en este parámetro para todas las concentraciones de octilgua

nidina empleadas. 

Una característica de la inhibición por octilguanidina es que és

ta es mayor a medida que el pH se hace mas alcalino; pensando que el trata

miento con fosfolipasa C (c.p,) pudiera modificar el pH óptimo de inhibici6n 

de la octilguanidina, se realiz6 el experimento de la fig. 14, en la que se 

midi6 la ac tividad de la ATPasa en presencia y ausencia de dos concentracio

nes octilguanidina 0.37 pM y 0.926 µM en PSM control y tratadas con fosfol!. 

pasa como en el experimento de la fig. 12. Los resultados parecen indicar 

que el patrón de pH de la inhibición por octllguanidina no se modifica con 

el tratamiento con fosfolipasa. La fig. 15 ilustra mas claramente este h~ 

cho expresando en % de inhibici6n el efecto de las diferentes concentracio

nes de octilguanidina. 

Efecto de la fosfolipasa C (c.p.) y la delipidaci6n en la fijación del
4
ta 

Podemos pensar que el efe cto de los cationes se ejer ce a través 

de una interacci6n directa de éstos con algún componente de la membrana, 

ya que es posible que sitios ani6nicos de los l!pidos o de las proteínas 

puedan ser lugares de fija ci6n de los cationes y a través de ese mecanismo 

ejercer su efecto. 

Para explorar esta posibilidad se midi6 la capacidad de fijac16n 

del 45ca en PSM control y tratadas con fosfolipasa C (c.p.). 



Fig. 13. 

Experimento de la fig. 12 expresado en % de inhibici6n. 
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Fig. 14. 

Efecto de diferentes pHs en la actividad de ATPasa de PSM tratadas con y 

sin fosfolipasa C (c.p.) a dos concentraciones de octilguanidina; El me-

dio de reacci6n es el mismo que el empleado en la fig. 12. 
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Exped.nwnto de la fig, 14 expresado en % de inhibici6n. 
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En trabajos previos a éste observamos que la activa ci6n de la 

respiraci6n con substratos del sitio 1 responde con mayor afinidad al K+ 

pero es también activada por otros cationes monovalentes como el Na+, el 

Rb+ y el es+, y divalentes como el ca2+. Debido a la facilidad de emplear 

1 4Sc e a, hicimos el experimento de la fig. 16 en el que se muestra la fiJ.! 

ci6n del 45ca en PSM normales, tratadas con fosfolipasa C(c.p.) en las 

misnws condiciones experimentales que las utilizadas para medir la ATPasa 

y en PSM depletadas de l!pidos por extracci6n con acetona, agua y NH40H. 

Como se puede obs2rvar, en un gran rango de concentraciones de 

ca2+ la fijaci6n de 45ca en las partículas tratadas con fosfolipasa es co~ 

siderablemente mayor que en las controles. La extracci6n dr~stica de los 

l!pidos hace desaparecer la fijaci6n del ea2+ casi completamente y este da-

to es posible explicarlo aduciendo que en un alto porcentaje la fijaci6n 

de los cationes se realiza en los l!pidos, pero que el tratamiento dr,st~co 

de extracci6n puede alterar también los sitios de fijaci6n de las proteínas. 

La observaci6n de una mayor fijaci6n en las partículas tratadas 

con fosfoli!>llsa es congruente con los efectos de mayor activa~i6n en la re~ 

piraci6n por el !0". Estos datos nos permiten sugerir que el tratamiento con 

fosfolipasa abre nuevos sitios a los cationes que en los controles estaban 

posiblemente ocluidos. 

Dado que las observaciones y conclusiones de este trabajo tienen 

como premisa fundamental la integridad de las estructuras membranales estu-

diadas, se procedi6 a observar las PSM control y las tratadas con fosfolipasa 

al microscopio electr6nico. La fig. 17 muestra la morfología de ambas 



Fig. 16. 

Fijaci6n de diferentes concentraciones de ca2+ en PSM incubadas con y 

sin fosfolipasa C (c.p.) a 30°C durante 30', as! como en PSM delipidadas 

por el método de Fleischer (8) expresado en nmolas de ca2+ fijadas por 

mg. de proteína. La fijaci6n se llev6 a cabo por equilibrio. de diálisis 

como se especific6 en "Materiales y Métodos". 
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Fig. 17, 

Micrografías electr6nicas de: (A) PSM control y (B) PSM tratadas con 

fosfolipasa. C (c.p.) 0 X 112 000. 
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preparaciones, observándose que no existe ninguan diferencia morfoldgica 

notable, lo cual &lDllenta el margen de seguridad de loa datos obaervadOll. 
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CONCLUSIONES 

Teniendo presente que uno de los principales objetivos de este 

tr&bajo era tratar de demostrar en cual de los componentes de la menbrana 

interna de la mitocondria, los fosfolípidos y las protefnas,actúan los 

cationes, y apoyados en los datos de estimulaci6n de la respiraci6n por 

~ e inhibici6n de la actividad de la ATPasa por la octilguanidina en pa~ 

tículas tratadas con fosfolipasa c que han perdido un 50% del f6sforo total 

por la hidr6lisis de la fosfatidil colina, podemos concluir que el efecto . 

de los cationes estudiados no ejerce su acci6n a trav~s de interaccionar 

con los fosfol!pidos. La observaci6n de que la hidr6lisis dr§stica de los 

fosfol!pidos no disminuye sensiblemente la respuesta de los cationes; nos 

permite suponer que estos pueden ejercer su acci6n interactuando sobre los 

componentes prot~icos de la membrana interna de la•mitocondria. 

No podemos sin embargo, tomando en cuenta únicamente los result~ 

dos descritos en el presente trabajo, descartar la posibilidad de que el s! 

tio de los cationes se pueda encontrar en los fosfol!pidos que no han sido 

hidrolizados con el tratamiento a que han sido sometidas las partículas. N~ 

sotros nos inclinamos a pensar que el sitio no se encuentra en esos fosfo

lípidos remanentes, ya que si este fuera el caso, al hidrolizar la fosfati

dil colina no deberíamos observar ninguna alteraci6n en la respuesta a los 

cationes, y en cambio observamos · un aumento en estos efectos tanto en la 

respiración como en la fijación de los cationes a la membrana, resultados 

que parecen indicar que han sido descubiertos sitios de acci6n para los 
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cationes que antes del tratamiento estuvieron ocultos por los fosfol!pidos 

y que después de haber hidrolizado éstos en un gran porcentaje, los posi

bles sitios son ahora accesibles a los cationes. Por lo tanto,creemos que 

el sitio de acci6n debe de encontrarse en alguno de los componentes protéf 

cos de la membrana interna. 

Experimentos posteriores a este trabajo sobre la misma línea 

apoyan las conclusiones que mencionamos antes, siendo los mas importantes 

de éstos la observación de los efectos tanto del K*" como de la octilguanidJ: 

na sobre la aetividad de la ATPasa aislada y purificada, y ¡a observación de 

que en PSM tratadas con la enzima proteol{tica "Nagarse" que tiene la propi~ 

dad de liberar a la ATPasa dejando intacta a la cadena respiratoria, no ex:l!!, 

te efecto activador del K*" en el consumo de oxígeno. 

Los efectos del K*" y la octilguanidina sobre la ATPasa aislada 

nos permiten concluir que existe un sitio para el K*" y para la octilguanidina 

en el sistema de ATPasa. Los experimentos con ''Nagarse" nos indican que 

aparentemente no existe sitio de acci6n del K*" en lá cadena respiratoria ya 

que habiendo liberado a la ATPasa de las partículas no se encuentra ninguna 

activaci6n de la respiraci6n por este cati6n. 

Concluyendo,creemos que los datos importantes en nuestra b~squeda 

del sitio de acci6n de los cationes son: 

lo) En PSM desfosforiladas un 507. sigue existiendo efecto de catio

nes tanto en la respiración como en la actividad de la ATPasa y éstos se 

siguen fijando a la membrana encontr~dose aumento en la cantidad de cationes 

que se fijan. 
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2o) En- la ATPasa aislada y purificada se observan los mismos efe~ 

tos de los cationes que los observados en las partículas normales. 

3o) En PSM sin ATPasa no se encuentra actividad del r+ en la 

respiraci6n. 

Estos datos nos permiten postular que el sitio de acci6n de los 

cationes debe de ser una prote!na perteneciente al sistema de ATPasa y mas 

específicamente en la F1 • 

Que el sitio de acci6n de los cationes se encuentre en el sistema 

de ATPasa, aunado a la observaci6n de la existencia de efectos de cationes 

sobre el consumo de oxígeno, nos induce a pensar que pueda existir al~n 

tipo de relaci6n o conexi6n molecular entre el sistema fosforilante y la 

cadena respiratoria, puesto que al actuar sobre uno de estos dos sistemas 

como en el caso de la F1, vemos claramente efectos en el consumo de ox!gen~. 

En otras palabras actuando los -cationes sobre la Fl transmiten de alguna fo~ 

ma su efecto a la cadena respiratoria. 
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