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ABREVIATURAS

ADP Adenosin difosfato

ATP Adenosin trifosfato

ATPasa ATP sintetasa

CoA Coenzima A

CoQ Coenzima Q

(c.p.) Clostridium perfringens

FAD Flavina adenina dinucleStido

NAD Nicotinamida adenina dinucleétido (forma oxidada)
NADH Nicotinamida adenina dinucledtido (forma reducida)
0sCcP Factor que confiere sensibilidad a la oligomicina
Prot. Proteina

PSM Partfculas submitocondriales

TCA Acido tricloro acético

Tris Tris (hidroximetil) aminometano



"Todo lo que estd afuera le dice al individuo
‘que no es nada, mientras que todo lo que estd

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 b4sicas.

Una célula viva es, en si misma, una organizacién inestable e
improbable, mantiene su maravilloso y espec{fico ordenamiento gracias a la
utilizacién constante de energfa., Si cortamos el suministro de energfa a
una célula, ésta tiende a degradarse hasta un estado de total desorganiza-
cién, Ademis del trabajo qufmico necesario para preservar la integridad
de la organizacidn de la célula, &sta necesita energfa para llevar a cabo
los distintos tipos de trabajos mec&nicos, eléctricos, quimicos y osméticos

que constituyen los procesos metab8licos de los organismos,

Esta energfa 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 nutrientes que ce degradan durante los distintos procesoe
catab8licos que llevan a cabo, Dicha energfa,es almacenada por las células
que fabrican los alimentos y que posteriormente sirven como combustible pa-

ra que se puedan realizar los procesos anab8licos.

Puesto que la célula funciona esencialmente a temperatura cons-
tante, no puede utilizar energfa calorf{fica para realizar trabajo; por lo
tanto,debe obtener y utilizar la energfa a una temperatura constante y baja
en un medio acuoso dilufdo y dentro de estrechos limites de concentracidén

de iones hidrégeno.



Para asegurarse su energfa, la célula ha perfeccionado extraor-
dinariamente durante los largos perfodos de evolucién orgénica, organelos
celulares con mecanismos moleculares que trabajan con gran eficiencia en
esas condiciones. Estos organelos son: los cloroplastos, que se encuentran
en las células de las plantas verdes y llevan a cabo los procesos fotosinté
ticos, y las mitocondrias, que se encuentran tanto en c&lulas animales como

en las vegetales y llevan a cabo la fosforilacién oxidativa,

La mitocondria es tal vez el organelo celular mis estudiado y
conocido, es cl ejemplo mas avanzado que se conoce de relacibn entre los me
canismos moleculares de reaccién y la ultraestructura., Se le denomina con
frecuencia la central de energfa de la célula, pero es mucho mids que eso
puesto que realiza otras funciones ademfs de suministrar energfa como
son, el transporte, la codificacifn y la sintesis de algunas de sus proteinas.
Se encuentra en el citoplasma de todas las células eucariotes aerSbicas, cer-
ca de las estructuras que mfds requieren de energfa como las miofibrillas,

los t@ibulos renales y el axén neuronal.

El Adenosintrifosfato (ATP) es el transportador universal de ener-
gfa en las cé€lulas. Esta molécuia actda transfiriendo su fosfato terminal
rico en energfa a otras moléculas, Durante este proceso, se convierte en
Adenosindifosfato (ADP), que nuevamente puede ser transformado en ATP por
los sistemas regeneradores de energfa de la célula. Esta regeneracién del
ATP se realiza a través de varias etapas en el proceso de ruptura y oxida-

cibén de los alimentos.

El tamafio y forma de la mitocondria varfa de un tipo de célula a
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otro, Mide aproximadamente de 2 a 5 u de longitud y 1 s de ancho, y su
forma puede ser tanto esférica, como cilfndrica o filiforme. Su nimero
en las diferentes c&lulas varfa mucho, desde unas cuantas docenas en algu

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

La mitocondria estf constitufda por dos membranas continuas y
diferentes (Fig. 1), cada una de ellas formando un saco cerrado e indepen

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, lones, nucleStidos y todo tipo de pequefias moléculas, mientras que la
o
interna de 50-55 A de grueso tiene una serie de invaginaciones llamadas '"cres

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

des: buena fuerza tensora, estabilidad y flexibilidad.

Cada membrana estf compuesta fundamentalmente por dos materiales:
protefnas y l{pidos. Ambos componentes tienen una furcidn estructural, y las
protefnas ademfs, tienen una funcién enzimdtica. Los 1{pidos son aproximada

mente el 507 de la masa de la membrana, y de &stos, el 90% son fosfolfpidos

cuya proporcifén en las membranas se puede apreciar en la tabla 1.

Dada la importancia de las funciones que residen en las membranas,

su estructura y componentes ha tratado de ser visualizada mediante diferentes



Fig, 1

(A) La mitocondria estd constitufda por dos membranas, cada una de ellas
tiene un grosor aproximado de 6 nm,

(B) La membrara interna estf plegada en "crestas" cubiertas con esferas
que corresponden a la ATP sintetasa, cada una de ellas de aproximadamente
8.5 nm, de difmetro. Las mitocondrias expuestas a sonicacién dan lugar

a pequefias partfculas submitocondriales (C) de polaridad invertida, que
son capaces de realizar la fosforilacién oxidativa,

(Tomado de 21, 37).
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Tabla 1

Composicién de Fosfolfpidos 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 1 25.3
Fosfatidilcolina 40.0 44,5 55.2
No 1identificado 2.3 242 245

% individual de fosfolfpidos expresado como % del f8sforo 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



modelos. Se ha postulado recientemente (22) que todas las membranas de los
diferentes organelos asf{ como la membrana -itopl&smica tienen esencialmente

la misma composicién: protefnas, lfpidos y carbohidratos en menor proporcién.

E1l modelo membranal mas aceptado en la actualidad es el conocido
como'modelo del mosaico flufdo" (43) (Fig. 2). En este modelo, los fosfoli
pidos forman una doble capa discontinua, con sus grupos hidrofébicos orienta
dos hacia el interior y los hidrofflicos hacia el exterior tal y como fue
postulado por Davson y Danielli en 1935 (4) en el que, las protefnas forma-
ban una capa contfnua adherida a las caras hidrofflicas de la bicapa de 1f{-
pidos; en cambio en este nuevo modelo de Singer, las protefnas se pueden en
contrar tanto en el exterior (como en el modelo de Davson) llamindose peri-
féricos, como parte de ellas sumergidas dentro de la bicapa y parte en el
exterior, denominindose integrales. Algunas otras proteinas se encuentran
atravesagdo la membrana y estfn ancladas a ella po; una serie de amino4cidos
neutros que se fijan a la parte hidrofébica de la dolbe capa conteniendo al

gunos otros amino&cidos de tipo polar hacia el exterior de &sta,

Todo este mosaico de 1lfpidos y protefnas tiene fluidez, lo que

onfiere a las protefnas la propiedad de tener 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 rfgida. Estas protefnas parecen ser del tipo

globular.,

El modelo del mosaico flufdo" es el Gnico modelo membranal des-
crito hasta la fecha que es consistente tanto con las propledades ffsicas
y estructurales de las membranas, como con las restricciones termodinimicas

existentes en éstas.



Fig. 2

(A) Esquema del modelo membranal del "mosaico flufdo". Los fosfolfpidos
se encuentraﬁ acomodados en una bicapa discontinua con sus cabezas pola
res en contacto con el agua. Las protefnas globulares se pueden encon-
trar tanto en el exterior de la bicapa (periféficas), como parcial o té
talmente en el interior (integrales) las que atraviesan todo el grosor
de la bicapa y pueden tenér sus partes polares fuera de &sta en contacto
con el agua, y sus partes no polares en contacto con la bicaﬁa; estas
protefnas son anfipiticas. _

(B) Esquema tridimensional del modelo del "mosaico flufdo". 'Los cuerpos
s6lidos representan a las proteinas glabulares 1ntegrales que se encuen-
tran distribufdas al azar dentro de la bicapa lipfdica.

(Tomado de 43).
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Una fraccién onsiderable de las reacciones mitocondriales se
lleva a cabo en la membrana interna, siendo las principales,las relaciona-
das con la degradacién oxidativa de los sustratos unida a la transferencia

de electrones y a la fosforilacién oxidativa.

Las crestas mitocondriales son muy numerosas,aumentando conside
rablemente la superficie de la membrana interna en comparacién con la exter-
na, y estfn tapizadas por una serie de pequefios grénulos que corresponden
al sistema enzimdtico llamado ATPasa, cuya funcién es la de catalizar la

sintesis o 1ld hidr6lisis del ATP.

El espacio cerrado entre las dos membranas es conocido como es-
pacio intermembranal y en &l se encuentran un pequefio nimero de enzimas

cuya funcién no ha quedado hasta el momento muy clara.

El espacio interior delimitado por la membrana interna contiene
un gel l1lamado "matriz mitocondrial', que esti constitufdo aproximadamente
por 507% de protefnas. La mayor parte de estas protefnas son enzimas que
catalizan el Ciclo de Krebs también llamade Ciclo del Acido Tricarboxflico
6 Ciclo del Acido Cftrico. En este ciclo,se oxidan los principales :ompo-
nentes de las células heterotréficas, que son los carbohidratos, los 4cidos
grasos y las protefnas., Para que esto suceda, cada uno de estos nutrientes
tiene que ser preparado por medio de reac.iones enzimdticas preliminares
para poder ingresar al ciclo. En estas reacciones, los nutrientes se de-
gradan hasta un ceto &cido en forma activada que es la Acetil Coenzima A.
Esta molécula actla como transportador de grupos acetilo en la célula, los

cuales son transformados a través de las varias reacciones enzimfticas de
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6xido-reduccién, dando como resultado la captacién de 4tomos de hidrgeno
por las coenzimas de las respectivas deshidrogenasas (como el NAD y el
FAD) que en su forma reducida transportan a estos hidrégenos hacia la

cadena respiratoria.

La cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones
es la senda final en la que, todos los hidrégenos o electrones provenien-
tes de los diferentes sustratos oxidables fluyen por diferencia de poten-
cial hacia el oxfgeno, que es el oxidante o aceptor final de electrones
en las células aerSbicas, formindose Hy0 en el dltimo paso de las oxida-
ciones celulares, Los electrones que pasan a través de la cadena tienen
un contenido relativamente alto de energfa 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, Segin Ohnishi (Fig. 3) (31), estd formada por
una serie de diferentes deshidrogenasas cuyas coenzimas pueden ser el NAD
o el FAD seguidas por un aceptor comin de los electrones provenientes del
NAD v FAD que es la coenzima Q, una serie de transportadores de electrones
formados por distintas ferrosulloprotefnas y varios citocromos que contienen
grupos " Heme " cons;ituidos por una molécula de porfirina y Fe. Los elec-
trones son transportados a través de todos estos acarreadores hasta llegar

al oxigeno, que es el mas electropositivo dc¢ los aceptores y que en el dltimo

paso se reduce formando agua,

Este transporte es llevado a cabo cuando un acarreador se oxida



Fig. 3
Componentes de la cadena respiratoria, sitios de acoplamiento de energfa
y sitios de accién de inhibidores de la respiracién, segln Ohnishi (31).

Las ferrosulfoproteinas (Fe-S) se encuentran numeradas para su identifi

cacién,
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y dona un electrén al siguiente en la cadena, este al recibirlo se reduce
y luego se oxida al donar a su vez el electrén recibido por el primer aca
rreador. El proceso se repite a través de todos los acarreadores hasta

que, el electr8n transportado llega a la molécula de oxfgeno.

Los citocromos de la cadena pueden transportar un electrdn en
cada paso, en cambio las moléculas de NAD, FAD y CoQ pueden transportar
dos a la vez, y por esta razbn cada citocromo debe reaccionar dos veces

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

Por cada par de ftomos de hidr8geno removidos en cada uno de
los cuatro pasos de deshidrogenacién del Ciclo de Krebs, un par de electro
nes entra a la cadena respiratoria y reduce un 4tomo de oxfgeno para formar
agua, Los diferentes transportadores de la cadena est4n agrupados en unida

des llamadas "segmentos respiratorios',

La transferencia de electrones a trav&s de la cadena respirato-
ria se puede concebir como una serie consecutiva de reacciones enzimiticas

conectadas por intermediarios comunes.

Existen evidencias experimentales que apoyan la sugestién de
Mitchell (28) en la cual los componentes de la cadena respiratoria se en-
cuentran alternativamente colocados tanto an 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
8xido-reduccién del Ciclo de Krebs y de otras fuentes, pueden verter sus

electrones a diferentes niveles en la secuencia de acarreadores de electrones,



asf 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

dinicamente el ascorbato.

Existen una serie de inhibidores del transporte enzimitico de
los electrones a través de la cadena: la rotenona, el amital y otros bar-
bitdricos cuyo sitio de accién se encuentra entre el NAD y la CoQ (sitio
1), la antimicina A que inhibe la transferencla de electrones entre el
citocromo b y el ¢ (sitio 2), y el cianuro que actla 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, tgnto las moléculas de fos
fato como las de ADP son componentes necesarios para que se lleve a cabo el
transporte de los electrones a su mixima velocidad y para que se sinteti-
cen a partir de dichos componentes las moléculas de ATP en el proceso lla-

mado"fosforilacién oxidativa".

La fosforilacién oxidativa es el mecanismo mas importante en la
conservacién de la energfa preducida por la oxidacién de los alimentos en
los diferentes procesos metab8licos. Por cada molécula de NADH que se oxi
da en la cadena de transporte de electrones se producen tres moléculas de

ATP.

Ia cadena de transporte de electrones posee tres segmentos espe-

cfficos en donde existe un decaimiento relativamente alto de energfa libre

.
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(Fig. 3): entre el NAD y la CoQ, entre el citocromo b y el ¢, y entre el
citocromo a y la molécula de oxfgeno. En estos tres sitios de la cadena

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

o intermediarios de alta energfa que puedan llevar a cabo la sintesis de

la molécula de ATP. A estos segmentos de la cadena se les conoce como los
sitios 1, 2 y 3 de la fosforilacién y es para los cuales se han disefiado
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 actfia entonces, como un sistema
molecular liberador de energfa en forma de pequefios paquetes, tres de los

cuales tienen suficiente energfa para la sfntesis de una molécula de ATP.

Tanto la sfntesis de ATP, como su hidrélisis para formar ADP
y fosfato inorgénico liberando energfa para ser usada en los diferentes tra-

bajos metab8licos, son llevadas a cabo en el complejo de ATPasa.

La ATPasa mitocondrial es posiblemente el sistema enzimftico
mas complejo que conoce el hombre., Este sistema, en su forma intacta, se
encuentra ensamblado a la membrana interna de la mitocondria. Est4 formado
por cuatro componentes funcionales (Fig. 4) (42): Una cabeza esférica llama-
da Factor de acoplamiento, Factor 1 o Fj que realiza la actividad de la
ATPasa, un sector membranal que aparentemente dirige el flujo de protones
a la F; durante la fosforilacibn oxidativa, un péptido bisico o "tallo"
(OSCP) que mantiene unida a la Fl con el sector membranal y que le confiere
sensibilidad a un inhibidor de la actividad de la Fy 1llamado oligomicina,
y un péptido que inhibe la actividad de la ATPasa durante la fosforilacién

oxidativa.



Fig. 4

(A) Morfologfa del complejo de ATPasa con sus tres componentes funcionales:
la F; con sus diferentes subunidades protéfcas, el "tallo" o OSCP y el
"sector membranal” con sus cuatro subunidades protéicas. La protefna in-
hibitoria devla ATPasa (no representada en la figura) puede ser parte de
la Fy 8 segin Pedersen (33) una entidad separada,

(Tomado de 42).

(B) Esquema que ilustra la forma en que el complejo de ATPasa participa
~en la sfntesis e hidr6lisis del ATP. En este esquema se ﬁuede apreciar
que es bosible que exista un sitio para la sIntesi; del ATP y otro para la
hidrélisis, & diferentes conformaciones del mismo sitio.

(Tomada de 33).
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La F; y el sector membranal pueden ser subdivididos en 5y 4
polipéptidos diferentes respectivamente. El "tallo" representa el décimo
polipéptido y en cuanto a la identidad del inhibidor de la ATPasa afin exis-
te mucha controversia, segfin Pedersen (33) representa el décimo primer com-

ponente,

Existen tres diferentes hip6tesis para tratar de explicar la
formacién de ATP en las mitocondrias: la hipStesis Qufmica, la Quimio-osmé
tica y la Conformacional. La hip8tesis Qufmica propuesta por Slater (30)
postula la formacién de intermediarios de alta energfa en pasos previos a
la sfntesis de ATP durante la fosforilacifn oxidativa. Supone que cuando
un par de electrones pasa de un transportador a otro, se genera un enlace
de alta energfa que se transmite a un nuevo componente, probablemente una
protefna que no es un transportador de electrones, EIl enlace de alta ener-
gfa asf formado se convierte en el precursor del fosfato de alta energfa en,
el ATP a través de una serie consecutiva de reacciones (Fig. 5A). Hasta la

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

La hipStesis Quimio-osm8tica desarrollada por Mitchell (28),
propone la formacién de moléculas de ATP sin intermediarios de alta energfa
como en el caso de la hipétesis Qufmica., Sugiere que la membrana mitocondrial,
es - un elemento esencial en el mecanismo de la fosforilacién oxidativa y que
siendo anisotrbpica e impermeable a los iones H, el transporte de electro-
nes a través de la cadena respiratoria genera un gradiente de iones H a
través de esta membrana, Este gradiente se forma por la extraccisn de los
iones H' de la matriz mitocondrial hacia el medio externo (Fig. 5B). lLa

energfa libre que decae durante el transporte electr8nico se conserva entonces



Fig. 5.

(A) Hip6tesis Qufmica del acoplamiento energético en la fosforilacién oxi
dativa. A y B son dos acarreadores de electrones, I es un factor acoplante

y E es 1la enzima que forma al ATP,

Cuando uno de ios acarreadores en su estado reducido Ared se encuentra en ‘
uno de los siéios de acoplamiento de la cadena, es oxidado por el otro aca
rreador Box, form&ndose un compuesto de alta energfa Aox~I. Aox es enton

ces desplazado por la enzima E para formar E~wI. En el siguiente paso en-

tra el fosfato inorginico para formar un;'fosfoenzima P~E, que es el dona
dor de fosfato al ADP para formar finalmente el ATP.

La actividad de ATPasa es la suma de 1as.reacciones 3y 4. La actividad

de recambio P32 ATP és la reaccién hacia la derecha suma de las 3 y 4, La
reaccién 4 es el recambio ADP = ATP.

(Tomado de 22).

(B) HipStesis Quimio-osmética del acoplamiento energético en la fosforilacién
oxidativa.

En el interior de la mitocondria un sustfato (SHy) &ona sus hidrégenos al
acarreador de H, en la primera "aga", Este acarreador de hidrégeno deposi;

ta fuera de la membrana dos H' y transfiere los electrones a un acarreador

de electrones que los fegresa al interior .de la mitocondria para completar la
primera "asa"., Los protones que se encuentran en el lado externo de la membra
na son tomados éor el sistema acoplante (ATPasa reversible ) que los incorpora
al agua durante la formacién de X~Y, 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 Hjp.
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Este proceso ciclico se repite hasta que se hayan translocado seils proto-
nes por cada NADH oxidado y se hayan formado tres moléculas de ATP.
Durante la sintesis del ATP se forma X-Y por la deshidratacién de XH +
YOH, convirtiéndose en un intermediario de alta energfa X ~Y que se di-

rige hacia el interior de la mitocondria cediendo su energfa para la sin-

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 oxfgeno, son extrafdos de la matriz mitocondrial tres pares de iones ut.
El gradiente de H' rico en energfa da lugar a la formacién de ATP en el si-
tio activo de la ATPasa a partir de ADP y fosfato inorgénicos removiendo

agua en forma de iones H' y OH™ (Fig. 5B).

Mitchell ha modificado su hipétesis sugiriendo que el gradiente
de alta energfa no es generado Gnicamente por los iones "' sino que también

puede ser producido por otros iones.

Por dltimo, la hip6tesis Conformacional sugiere que la energfa
del transporte de electrones es convertida directamente en un estado con-
formacional de la membrana interna rico en energfa, Esta energfa conforma-

cional es la causante de la formacién del ATP (1)..

La existencia de tres hip6tesis que tratan de explicar los meca-
nismos de conservacién de energfa durante el transporte de electrones ha

creado una gran controversia,

Los mecanismos de la fosforilacién oxidativa representan uno de
los desaffos tedfricos y experimentales mas interesantes dentro de la bioquf

mica moderna.
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OBJETIVOS

La finalidad fundamental de este trabajo y de una serie de tra
bajos hechos en nuestro laboratorio, es demostrar si existe una interela-
cifn molecular entre el sistema de transferencia de electrones y el siste
ma fosforilante, como lo propone Slater en la hipStesis Qufmica (30) 6
si por el contrario, no existe ningin tipo de relacidén molecular entre los
dos sistemas como ha sido propuesto por Mitchell en su hipStesis Quimio-

osmética (28).

Previos a este trabajo, se describieron efectos comunes de dos
diferentes cationes, el K y la octilguanidiné*aobre la cadena respiratoria
y el sistema de ATPasa. (9-16,26,25,32,34,35,38,&5,46). El k' activa a la
ATPasa y a la respiracién con sustratos del sitio 1, y en cambio la octilgua
nidina inhibe la actividad de ambos sistemas en las mismas condiciones. Tam
bién se ha descrito la competencia existente entre estos dos catiomes (16)

siendo esto indicativo de un posible sitio de accién comin para ambos.

Con estos antecedentes se planteS§ el problema de la sigulente ma
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 accién
de ambos cationes es dnico y comfin para laATPsintetasa y la cadena respira-
toria, inclinéndonos esta alternativa hacia la hip6tesis Qufmica, y la segun
da,en la que existier;n dos sitios diferentes de accidn para ambos catiomnes,
uno en la cadena respiratoria y el otro en el sistema de ATPasa, impidié&ndo-
nos esta posibilidad optar por alguna de las hié6tesis de fosforilacién antes
mencionadas.

N}
* CH3-CH2-CH2-CHz-CHZ-CH2-CH2-CH2—NH-5-NHZ
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El primer paso a resolver era dilucidar en que sitio de la mem-

brana mitocondrial interaccionan los cationes estudiados; para responder

a esta pregunta se utilizaron dos tipos de metodologfas diferentes: una, en
la cual se emplearon mutantes de levadura que care:en de algunos componentes
de la membrana y que resultarfa en cierta forma en una extraccién genética, y
la otra, en la que se extrajo alguno de estos componentes por métodos enzimi
ticos. En ambos casos se estudiaron los efectos del K y la octilguanidina
sobre tres diferentes pardmetros de las funciones mitocondriales: la respira

cibén, la ATPasa y la fijacibén de estos cationes a la membrana,

Ya que los componentes principales de la membrana mitocondrial son
los fosfolfpidos y las protefnas, teniendo ambos cargas negativas con las cua
les los cationes podrfan interaccionar; los fosfolfpidos en los grupos fosfato
y las protefnas en los carboxilos, se comenz§ a tratar de resolver el proble-
ma hidrolizando enzimiticamente los fosfolfpidos de la membrana, siendo estos
datos los que se describen en el presente trabajo. Se partié de partfculas
sonicadas de hfgado de rata las cuales 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 electrones como el de ATPasa fntegros, y los posibles sitios
de accién de los cationes accesibles y no modificados. Esta preparacién tie
ne ademds la ventaja de minimizar los problemas de transporte que se presentan
en las mitocondrias enteras, Estas partfculas 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 diglicé&rido

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



Fig. 6.

La fosfolipasa C (c.p.) tiene la propiedad de hidrolizar a la fosfatidil

. colina o lecitina, liberando a la fosforil colina y el diglicérido corres

pondiente,
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‘estas preparaciones se depletaban de aproximadamente un 50% del fésforo
total y esto nos permitié estudiar las diferencias existentes entre el
efecto de los cationes en el consumo de oxfgeno, la ATPasa y la fijacién
de &stos a la membrana, y los efectos de los mismos cationes en partfculas

control.

Considerando que la fosfatidil colina o lecitina constituye el
447, de los fosfolfpidos de la membrana interna de la mitocondria y que
éstos a su vez son el 907% de los l{pidos de dicha membrana (8), esperarfamos
que al quitar por medio de la fosfolipasa C (c.p.) la fosforil colina que
serfa uno de los posibles sitios de anclaje de los cationes en los fosfo-
1li{pidos (39,40) tendrfamos una modificacién en los efectos de los cationes
sobre la respiracién, la actividad de la ATPasa y sobre la fijacién de &stos
en la membrana, si es que realmenie esos fosfolipidos fueran el sitio de
accibn de los cationes empleados, y si, por el conttario el sitio de accién
de estos cationes no fueran dichos fosfolipidos, esperarfamos que no hubiera

modificacién en los parfmetros estudiados.

Los resultados de este trabajo nos permiten sugerir que el sitio
de accibn de los cationes se encuentra localizado en una proteina de la

membrana Interna de la mitocondria.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de Mitocondrias

Las mitocondrias se obtuvieron de hfgado de rata siguiendo el

método descrito por Schneider y Hogeboom (4l).

Las centrifugacilones se

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

La metodologfa seguida se encuentra resumida en el siguiente

cuadro sin8ptico,

Extraccién del hfgado y homogeneizado en 3 voldmenes de

sacarosa 0.25M pH 7.3 (Tris)

CentrifugaciGF 10' a 800 x g

!

Sedimento Sobrenadante
(descartar) Centrifugacién 10' a 12500 x g
!
Sedimento Sobrenadante
(descartar)
Suspensién en 3 volimenes de sacarosa
0.25 M pH 7.3 (Tris)
Centrifugacién 10' a 12500 x g
i
v
Sedimento Sobrenadante
Mitocondrias (descartar)
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Preparacién de PSM

Las partfculas se prepararon a partir de las mitocondrias obtenidas siguien
do el método de Lee y Ernester (20). Esta metodologfa se describe en el

siguiente cuadro:

Suspensién de las mitocondrias en sacarosa 0.25 M pH 7.3

(Tris), aproximadamente 40 mg protefna/ml

|

Ajuste a pH 8.6 con tris

Sonicado a mixima potencia del sonicador MSE (2 amperios)
durante 6' con intervalos de 1' de descanso entre cada
perfodo de sonicacifn manteniendo la suspensidén en bafio de

hielo

Centrifugacién 10' a 12 000 x g
1

v | |

Sedimento T Sobrenadante

(descartar) I

v
Centrifugacién 60' al05 000 x g en

centrifuga Spinco Modelo L.
|

b v

Sedimento ' Sobrenadante

Partfculas 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 oxigeno

Las mediciones .del consumo de oxfgeno se hicieron utilizando el
método polarogrifico con un electrodo de oxfgeno (Yellow Springs Instrument
Co. ), y graficando los cambios en concentracién de oxfgeno del medio res-
pecto al tiempo en las diferentes condiciones especificadas en las respectl

vas figuras.

El registro del consumo de oxfgeno se inicié con la adicién de
NADH 1 mM para el caso del estudio del sitio 1 y succinato 3,3 mM para el

sitio 2,

ELl KCl se adiciond a una concentracién final de 33 mM cuando ya
habfa sido consumido aproximadamente el 30% del oxfgeno del medio. Para
evaluar los efectos de la fosfolipasa € en el consumo de oxfgeno de los
PSM, la enzima se adicion§ a la cubeta del oxfmetro; las concentraciones
de &sta y los tiempos de incubacién se encuentran indicados en los respéctiﬁ

vos experimentos.

ATPasa
La actividad de la ATPasa se determiné incubando 1 mg de protefna

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

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

a una concentracién final de 6%, y la actividad de la enzima se evalu mi-

diendo la concentracién de f8sforo inorginico liberado del ATP segin el

método ¢colorimétrico reportado por Sumner (44).

Para el tratamiento de las PSM con fosfolipasa C usadas en la
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medicién de ATPasa, éstas fueron previamente incubadas ¢0' a 30°C con y
sin fosfolipasa C (c.p.) en un medio que contenfa sacarosa 250 mM, tris
5mM pH 7.3 (HCL) y 0.08 mg de fosfolipasa C por cada mg de protefna,

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

Ambas preparaciones, con y sin fosfolipasa, se recuperaron del

medio de incubacién centrifugando 60' a 105 000 x g.

Fijacién de 43ca,

La fijacién del 450a2+ a la membrana de las PSM se llevé a cabo
por la técnica de equilibrio de diflisis a través de una membrana de celofén,
siguiendo el método descrito por Englund (7). En este método 20 ml de una
alicuota de una solucién conteniendo las PSM a concentracién de 0.5 mg/ml
se adicionan a una de las cdmaras de diflisis y 20,ul de una solucién de
45

ca?* de concentracién y actividad especificada en los experimentos respec-

tivos en la otra c&mara.

Después del equilibrio a través de la membrana el cual requiere
agitacién durante 120' a temperatura ambiente, se mide la distribucién de
la radioactividad a través de las dos cdmaras en un contadcr de centelleo
(Nuclear Chicago), y el cflculo de las nmolas fijadas a la protefna se
efectud haciendo la relacifn entre cuentas fijadas en la c&mara con proteina

menos cuentas fijadas en la cémara sin protefna sobre las cuentas totales.

Fésforo total
La medicién del contenido total de fésforo se efectuS con las

part{iculas tratadas as{ como con los controles, para determinar la cantidad
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de fésforo total existente y comparar el contenido de fésforo en las par-
tfculas control con las tratadas con fosfolipasa C,y deducir la cantidad

de fésforo liberado con el tratamiento con la fosfolipasa.

Esta medicién se llevé a cabo digiriendo a la flama 0,025 ml
de PSM con 0.5 ml de Hy80,, 7.5 N, seguido por la decoloracién de la mezcla
adicionando unas gotas de HNO, 2N y calentando en bafio de ebullicién duran

te 20'. El fésforo asf liberado se determiné por el método de Sumner (44).

Extraccién de lipidos

La extraccién de los 1fpidos de las PSM se llevé a cabo siguiendo
el método descrito por Fleischer et al ( 8 ), A 1 ml de PSM en una concen-
tracién de protefnas de 50 mg/ml en sacarosa 0.25 M pH 7.3 (tris) se le
agregan 24 ml de una solucién que contiene 2.5 ml de HZO’ 25 ml de acetona
y 3 ul de hidréxido 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 centrifugacién a 105 000

x g durante 60'

Estudio de Microscopia Electrdnica

El estudio de microscopfa electrénica fue efectuado por el Dr.
Alfonso Cérabez., Las PSM se fijaron en Glutaraldehido al 3% + Ca*™* por 2
horas, fueron postfijadas con tetradéxido de osmio, deshidratadas con acetona
(50-100%) e infiltradas e inclufdas por el procedimiento de inclusién en

EPON"descrito por Luft (26).

* Marca Reg.,
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Las secciones se obtuvieron con navaja de diamante en el ultra-
microtomo Reicherdt, se tifileron con acetato de uranio y citrato de plomo,

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

Las determinaciones de protefna fueron llevadas a cabo colori-
métricamente siguiendo el método descrito por Lowry (19). Todos los reacti

vos utilizados fueron de miAxima pureza.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del k' sobre el consumo de oxfgeno.

Se prob8 el efecto de 33 mM de KCl sobre el consumo de oxfgeno
de PSM control y PSM preincubadas 5' con diferentes concentraciones de
fosfolipasa especificadas en las figuras. La reaccién se inicié con la

adicién de NADH.

En la fig. 7 se observa que el efecto activador del Kt en la
respiracién se mantiene a pesar de un tratamiento bastante severo de las
partfculas con la fosfolipasa. Podemos ver que ain cuando se ha disminufdo
la capacidad respiratoria de las partfculas por las altas concentraciones
de la enzima usadas, el K' mantiene su capacidad de activar a la respira-
cién. Esto es mas notorio sl observamos la fig. 8 en la que estd grafica
do el mismo experimento en % de actividad para el control y para la rela-
cién del consumo de oxfgeno en presencia de K* sobre el control. Vemos
que el % de activacién por Kt permanece pricticsmente inalterado mientras

que el control decrece,

Estcs resultados parecen indicar que el sitio sobre el cual el

Kt ejerce su accibén no ha sido afectado por nuestro tratamiento.

Es interesante hacer notar que a bajas concentraciones de fosfo-
lipasa (lug/mg de protefna) existe un ligero efecto activador en el consumo
de oxfgeno tanto en el control como en presencia del catién, Este efecto

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



Fig. 7.

Efecto de la concentracién de fosfoliéasa C (c.p.) sobre el consumo de
oxigeno en presencia y ausencia de K* en PSM, expresado en nAO/min/mg.
Las mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 a 27°C) en
una mezcla que contenfa sacarosa 250 mM, tris 3.3 mM pH 7.3 (HC1), PSM
5 mg. en un volumen final de 2 ml. usando como sustrato NADH 1 mM., EI1
KCl se adicioné a una concentracién final de 33 mM cuando ya habia sido

\
consumido aproximadamente el 307 del oxigeno del medio.
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Fig. 8.

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

relacién K/C.
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En la fig. 9 se estudil el efecto de diferentes tiempos de pre-
incubacién de PSM control y tratadas con 5 pg de fosfolipasa C (c.p) por

mg. de protefna. La reaccién fué iniciada con la adicién de NADH.

Nuevamente podemos observar que aGn a preincubaciones tan largas
como 60 min.en que el consumo de oxfgeno de las partfculas 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 7 de activaciéa de
los datos de la Fig. 9. En esta figura notamos que no sélo no ha disminufdo
el efecto activador del X', sino que &ste aumenta considerablemente conforme
aumenta el tiempo de preincubacién., Esto nos permite deducir que es posible
que el tratamiento con la fosfolipasa no s6lo no ha afectadc los sitios de
accién del Kt ya existentes, sino que se hace evidentes nuevos sitios de

interaccién del catién a los cuales puede ser atribufdo este aumento.
L]

En trabajos previos a éste, habfiamos observado que el efecto de
los cationes en la respiracién s6lo se observaba cuando se consumfan subs-
tratos del sitio 1 como el NADH, por lo que se postuld que los cationes
presentan especificidad de sitio en la cadena. Para constatar si este fen$
meno no habfa variado con las partfculas tratadas con fosfolipasa C, reali-
zamos el experimento que se ilustra en la fig 11, En esta figura se mues-
tra el efecto del tiempo de preincubacién de las PSM con 10 pg de fosfoli-
pasa C (c.p.) por mg, de protefna sobre el consumo de oxfgeno de partfculas
consumiendo un substrato del sitio 1, el NADH, comparativamente con el con-
sumo de oxfgeno de partfculas consumiendo un substrato del sitio 2, el suc-

cinato; en ambos casos se estudib el efecto de la adicién de 33 mM de KCI.



Fig. 9.
Efecto del tiempo de preincubacién de las PSM con 5 pg. de fosfolipasa
C (c.p.) por mg, de protefna en el consumo de oxfgeno en presencia y au-

sencia de 33 mM de KCl. ILa mezcla de reaccifn es la misma que la emplea

da en la Fig. 7.
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Fig. 10

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

relacién K/C.
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Fig. 11

+

Efecto del tiempo de preincubacién de las PSM con 10 ug. de fosfolipasa

C (cop.) por mg. de protefna en el consumo de oxfgeno en presencia y
ausencia de 33 mM de KC1l, con NADH 1 mM y succinato 3,3 mM pH 7.3 (Tris)
como sustratos.

1

La mezcla de reaccifn es la misma que la que se emple§ en la fig. 7.




nAO/min/ mg

200

oNADH
eNADH +KCl

-~ XSUCC.*KCl

120

807

; o\;oK“ R

S X" C2K
5 15 25 35
Minutos

Fig. 1



= 28 =

En la fig. 11 se observa que en las partfculas tratadas con fos
folipasa persiste el efecto activador del Kt con NADH y en cambio no hay
efecto en el consumo de oxfgeno con succinato. Es decir, el tratamiento
con fosfolipasa no alter§ la especificidad del catién para los substratos

del sitio 1.

Efecto de la octilguanidina sobre la actividad de la ATPasa.

Una de las protefnas mas importantes de la membrana interna de la
mitocondria es la ATPasa; en trabajos previos (16) se demostr§ que otro ca-
tién la octilguanidina produce un efecto inhibidor en la activicad de esta

enzima en PSM,

Con este antecedente, estudiamos el efecto de la octilguanidina
en la ATPasa estimulada por Mg2+ de PSM control y tratadas con fosfolipasa
C (c.p.). El tratamiento con fosfolipasa se llevé a cabo como se describe
en "Materiales y Métodos", y podemos observar en la tabla 2 que este trata-
miento libera a las partfculas de un 507 del £6sforo total de los fosfolf-

pidos de la membrana.

En la fig. 12 observamos el efecto de diferentes concentraciones
de octilguanidina sobre la actividad de la ATPasa de PSM control y de PSM
tratadas con fosfolipasa., Podemos notar en la figura que el efecto inhibi-
dor de la octilguanidina existe para todas las concentraciones usadas, tanto

en las partfculas control como en las tratadas con la enzima,

Este resultado confirma las observaciones hechas en el consumo

de oxf{geno, en las cuales el posible sitio del catién en la membrana no



Tabla 2

Determinacién del Fésforo Total en las PSM

jm Pi total /mg protefna desfosforilacidn

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 sefiala en la

fig, 12.



Fig. 12,

Efecto de la concentracién de octilguanidina en la actividad de la ATPasa

en PSﬁ incubaéas con y sin 0,08 mg, de fosfolipasa C (c.p.) por mg. de pro
tefna durante 60' a 30°C., La actividad se determind en un medio que con-

tenfa sacarosa 250 mM, tris 10 mM pH 7.3.(HC}), MgCl, 4 mM, ATP 0,11 mM

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

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 % de inhibicién en el que no se observa
modificacién en este parimetro para todas las concentraciones de octilgua-

nidina empleadas.

Una caracterfistica de la inhibicién por octilguanidina es que &s-
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 6ptimo de inhibicién
de la octilguanidina, se realizé el experimento de la fig, 14, en la que se
midi8 la actividad de la ATPasa en presencia y ausencia de dos concentracio-
nes octilguanidina 0.37 gM y 0.926 uM en PSM control y tratadas con fosfoli
pasa como en el experimento de la fig, 12, Los resultados parecen indicar
que el patrén de pH de la inhibicién por octilguanidina no se modifica con
el tratamiento con fosfolipasa. La fig. 15 ilustra mas claramente este he
cho expresando en % de inhibiciﬁn el efecto de las diferentes concentrac;o-.

nes de octilguanidina.

Efecto de la fosfolipasa C (c.p.)’y la delipidacién en la fijacién delaaa

Podemos pensar que el efecto de los cationes se ejerce a través
de una interaccién directa de &€stos con algiin componente de la membrana,
ya que es posible que sitios aniénicos de los lfpidos o de las protefnas
puedan ser lugares de fijacién de los cationes y a través de ese mecanismo

ejercer su efecto.

Para explorar esta posibilidad se midié la capacidad de fijacién

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



Fig. 13,

Experimento de la fig. 12 expresado en % de inhibicién.
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Fig. 14,
Efecto de diferentes pHs en la actividad de ATPasa de PSM tratadas con y
sin fosfolipasa C (c.b.) a dos concentraciones de octilguanidina., EIl me-

dio de reaccibn es el mismo que el empleado en la fig., 12,

~
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Fig. 15,

Experimento de la fig, 14 expresado en % de inhibicién.
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En trabajos previos a &ste observamos que la activacién de la
respiracién con substratos del sitio 1 responde con mayor afinidad al i
pero es también activada por otros cationes monovalentes como el Na+, el
Rbt y el Cst, y divalentes como el Ca2t, Debido a la facilidad de emplear
el 4508, hicimos el experimento de la fig, 16 en el que se muestra la fija
cién del 4503 en PSM normales, tratadas con fosfolipasa C(c.p.) en las

mismus condiciones experimentales que las utilizadas para medir la ATPasa

y en PSM depletadas de lfpidos por extraccién con acetona, agua y NHAOH.

Como se puede observar, en un gran rango de concentraciones de
Ca2+ la fijacién de 4SCa en las partfculas tratadas con fosfolipasa es con
siderablemente mayor que en las controles. La extraccién drdstica de los
1fpidos hace desaparecer la fijacién del ca?t casi completamente y este da-
to es posible explicarlo aduciendo que en un alto porcentaje la fijacién
de los cationes se realiza en los 1lfpidos, pero qﬁe el tratamiento dr&stico'

de extraccifn puede alterar también los sitios de fijacidén de las protefnas.

La observacidn de una mayor fijacién en las partfculas tratadas
con fosfolinasa es congruente con los efectos de mayor activacifn en la res
piracién por el KF, ,Estos datos nos permiten sugerir que el tratamiento con
fosfolipasa abre nuevos sitios a los cationes que en los controles estaban

posiblemente oclufdos.

Dado que las observaciones y conclusiones de este trabajo tienen
como premisa fundamental la integridad de las estructuras membranales estu-
diadas, se procediS a observar las PSM contrcl y las tratadas con fosfolipasa

al microscopio electrénico. La fig. 17 muestra la morfologfa de ambas



Fig. 16,

Fijacién de d;feténtes concentraciones de Ca2* en PSM incubadas con y
sin fosfolipasa C (c.p.) a 30°C durante 30', asf como en PSM delipidadas
por el método de Fleischer (8) expresado en nmolas de ca?t fijadas por
mg. de protefna, La fijaci6nrse llevé a cabo por equilibrio de didlisis

como se especificé en "Materiales y Mé&todos".
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Fig. 17,

Micrograffas electr8nicas de: (A) PSM control y (B) PSM tratadas con

fosfolipasa C (c.p.). x 112 000.
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preparaciones, observdndose que no existe ninguan diferencia morfol8gica

notable, lo cual aumenta el margen de seguridad de los datos observados.
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CONCLUSIONES

Teniendo presente que uno de los principales objetivos de este
trebajo era tratar de demostrar en cual de los componentes de la membrana
interna de la mitocondria, los fosfolipidos y las protefnas,actdan los
cationes, y apoyados en los datos de estimulacién de la respiracién por
Kt e inhibicién de la actividad de la ATPasa por la octilguanidina en par
tfculas tratadas con fosfolipasa C que han perdido un 50% del fésforo total
por la hidr6lisis de la fosfatidil colina, podemos concluir que el efecto.
de los cationes estudiados no ejerce su accién a través de interaccionar
con los fosfolfpidos. La observacién de que la hidr6lisis dristica de los
fosfolfpidos no disminuye sensiblemente la respuesta de los cationes; nos
permite suponer que estos pueden ejercer su accién interactuando scbre los

componentes protéicos de la membrana interna de lasmitocondria.

No podemos sin embargo, tomando en cuenta (nicamente los resulta
dos descritos en el presente trabajo, descartar la posibilidad de que el si
tio de los cationes se pueda encontrar en los fosfolfpidos que no han sido
hidrolizados con el tratamiento a que han sido sometidas las partfculas. No
sotros nos inclinamos a pensar que el sitio no se encuentra en esos fosfo-
1fpidos remanentes, ya que si este fuera el caso, al hidrolizar la fosfati-
dil colina no deberfamos observar ninguna alteracién en la respuesta a los
cationes, y en cambio observamos un aumento en estos efectos tanto en la
respiracién como en la fijacién de los cationes a la membrana, resultados

que parecen indicar que han sido descubiertos sitios de accién para los
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cationes que antes del tratamiento estuvieron ocultos por los fosfolfpidos
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 accién debe de encontrarse en alguno de los componentes protéi

cos de la membrana interna.

Experimentos posteriores a este trabajo sobre la misma 1lfnea
apoyan las conclusiones que mencionamos antes, siendo los mas importantes
de &stos la observacién de los efectos tanto del K¥ como de la octilguanidi
na sobre la ac¢tividad de la ATPasa aislada y purificada, y ]a observacién de
que en PSM tratadas con la enzima proteolftica '"Nagarse" que tiene la propie
dad de liberar a la ATPasa dejando intacta a la cadena respiratoria, no exis

te efecto activador del Kt en el consumo de oxfgeno.

Los efectos del Kt y la octilguanidina fobre la ATPasa aislada
nos permiten concluir que existe un sitio para el Kt y para la octilguanidina
en el sistema de ATPasa. Los experimentos con "Nagarse" nos indican que
aparentemente no existe sitio de accién del K en la cadena respiratoria ya
que habiendo liberado a la ATPasa de las partfculas no se encuentra ninguna

activacién de la respiracién por este catién.

Concluyendo,creemos que los datos importantes en nuestra bidsqueda
del sitio de accién de los cationes son:

lo) En PSM desfosforiladas un 507 sigue existiendo efecto de catio-
nes tanto en la respiracién como en la actividad de la ATPasa y &stos se
siguen fijando a la membrana encontrindose aumento en la cantidad de cationes

que se fijan,
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20) En la ATPasa aislada y purificada se observan los mismos efec

tos de los cationes que los observados en las partfculas normales,

30) En PSM sin ATPasa no se encuentra actividad del K en la
respiracién.

Estos datos nos permiten postular que el sitio de accifn de los
cationes debe de ser una protefna perteneciente al sistema de ATPasa y mas

espec{ficamente en la Fy.

Que el sitio de accién de los cationes se encuentre en el sistema
de ATPasa, aunado a la observacién de la existencia de efectos de cationes
sobre el consumo de oxfgeno, nos induce a pensar que pueda existir algln
tipo de relacién o conexién 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 Fp, vemos claramente efectos en el consumo de axfgeno.
En otras palabras actuando los -cationes sobre la Fy transmiten de alguna for

ma su efecto a la cadena respiratoria,
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