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INTRODUCCION

Las membranas biolbégicas son quizéds las estructuras supramo
leculares méas complejas, desde el punto de vista de su ensamble, % jug
gan un papel crucial en casi todos los fenbmenos celulares, algunos de
los cuales son tan importantes como la fosforilacibn oxidativa en las mi

tocondrias.

Existe ahora cuantiosa informacibn concerniente a la composi—
cibn y estructura de las membranas. Un dato reciente es que las mem-
branas internas y citopldsmicas son esencialmente iguales. Ambas estan
compuestas de proteinas y sustancias grasas (lipidos). En las membra-
nas de las células de 1os mamiferos estdn también presentes pequefas
cantidades de carbohidratos asociados con proteinas o con lipidos. Los
lipidos tienen aproximadamente la mitad de la masa de la mayoria de las
membranas y en las membranas internas los lipidos son exclusivamente
fosfolipidos. Las membranas citopldsmicas contienen, ademés de fosfo—
lipidos, glicolipidos y 1ipidos neutros, como el caso del colesterol en los

eritrocitos (1).

Con los trabajos de Davson y Danielli en 1935 (2) y posteriormen

te de Robertson (3), se llegb a postular una estructura para las membra-

nas celulares, en la que se supOne una doble capa de fosfolipidos, con sus
grupos hidrofilicos orientados hacia afuera y 10s hidrofébicos hacia el in—

terior, formando una estructura bidimensional rodeada por sus partes
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internas y externas de proteinas extendidas en su configuracidén beta -

(fig. 1) . Esta configuracidén representa una capa total de 90 A de gro-—

sor, cor 60 a 70 A formados por la doble capa de fosfolipidos.

Este modelo no es consistente con algunas de las propiedades
de las membranas, por lo que se han postulado nuevos modelos en los
que se toman en cuenta las restricciones termodindmicas involucradas,
tanto en el arreglo estructural como en el funcional de las membranas.
Uno de ellos es la postulacién de un mosaico fluido, dindmico, en el que
las protefnas se encuentran en dos arreglos diferentes: extrinsecas e
intrfnsecas (4). Esto es, que se pueden encontrar tanto sumergidas
dentro de la doble capa de lipidos como en la superficie de ésta. Algu-—
nas de las protefnas se encuentran atravesando la membrana y estéan an
cladas a ella por una serie de aminoacidos neutros, que se fijan a la par
te hidrofébica de la doble capa, conteniendo algunos otros amino&cidos
de tipo polar hacia el exterior (5) (fig. 2). Todo este mosaico tiene
fluidez, 1o que confiere a las proteinas la propiedad de tener movilidad
de un lado a otro de la membrana. Estas proteinas se encuentran, se-

gln los (ltimos reportes, en su forma globular (1).

Se ha visto por microscopia electrdnica que las membranas

gelvlares tignsn wg agimstria gstryctural gue se forma por 1as diferen

cias quimicas de las protefnas y lipidos que constituyen las capas. Es-

ta asimetria es muy notoria, por el método antes citado, en la membra
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na interna de la mitocondria y es un elemento importante en el mecanismo

direccional y vectorial de transporte a través de las membranas. ©)

La funcibén de la membrana es por tanto doble: por un lado, sir
ve como una barrera general y por el otro, permite cierta permeabilidad.
Ambas funciones se pueden observar dada la estructura de las membranas.
El papel de proporcionar una pared impermeable es relativamente su fun—
cibén primaria y se lleva a cabo, en principio, por la doble capa lipidica.
La funcién de permitir el intercambio especifico de substratos es mucho
més sutil y se realiza gracias a las propiedades especiales de las mem—-l

branas biolbgicas, que las diferencian de las preparadas artificialmente.

La m;itocondria es un ejemplo particularmente interesante, de
un sistema selectivamente cerrado, formado por dos membranas, una so
la de las cuales, la membrana interna, retiene suficientes sustancias
(suficiente poca permeabilidad) como para formar un espacio cerrado, el
cual contiene los elementos que no pueden ser permeados. A este espa-
cio en particular se le ha llamado matriz, por tanto, la membrana inter—

na ha sido definida como una barrera entre dos espacios.

Es muy usual para un anlisis més detallado de las funciones

de las membranas y en particular, del mecanismo del transporte, dife—

renciar bien entre las diferentes partes de la mitocondria (7) (fig. 3) .
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Una fraccidén considerable de las reacciones mitocondriales se
llevan a cabo dentro de la membrana. Se puede postular que la localiza—
cidn en la fase membranal de cualquier reaccibn, estd ligada a una funcibn
vectorial, como es el transporte acoplado de algdn metabolito o ion. Sélo
en estas circunstancias la separacidén de espacios se convierte en la pro-
piedad més importante de la membrana y es explotada con' mucha efica—

cia por los sistemas de catélisis, que estén fijados a ella.

Los sistemas metabblicos méas importantes de las mitocondrias,
son los que estédn representados por la degradacién oxidativa de substra—
tos, unido a la fosforilacién oxidativa. Las reacciones de degradacién de
substratos estén en su mayoria localizadas en la matriz, mientras que la
cadena respiratoria, que comprende la transferencia de electrones, un
gran nlmero de deshidrogenasas y el sistema de fosforilacién oxidativa
estédn unidos a la membrana. Esta relacibn, relativamente alta de fun—
ciones llevadas a cabo en esta parte celular, se refleja en el radio tan
alto de superficie de membrana mitocondrial por unidad de veolumen

(50 m2,/ml) en mitocondrias de corazdén o mésculo de mosca.

Por tanto, se pueden diferenciar tres tipos de reacciones mem-

branales de transporte.

1 Transporte a través de la membrana, sin modificacién quimica.
2. Transporte de grupos a través de la membrana y acoplado a un rom-—

pimiento o formacidn de enlaces quimicos.



3. Transporte de iones al través de la membrana y que podria o no,

estar acoplado al transporte de electrones,

El estudio del transporte de metabolitos a través de la membra
na mitocondrial, fue iniciado relativamente tarde comparado con 10s es-
tudios del transporte en eritrocitos, bacterias u otros sistemas celulares.

a iniciativa de su estudio en mitocondrias fue determinada por la gran

ctividad metabblica de estos organelos,

Las reacciones de transporte en mitocondrias son con frecuen—.
a de uno a dos 6rdenes de magnitud méas répidas que aquéllas de la cé-
la entera, y 10s intercambios de metabolitos en el transporte, son mas

ficiles de medir, raz6n por la cual 10s resultados oObtenidos son princi

ilmente cualitativos.

El transporte en mitocondrias es, sin embargo, un adelanto en
elucidacibn de 10s sistemas de acarreadores, y la velocidad y multipli
jad de intercambio de metabolitos, indica que 10s acarreadores se en—
entran en concentraciones muy altas dentro de las membranas, 10 que

silita su identificacibn y posible caracterizacién molecular.

Este transporte mitocondrial de metabolitos puede ser considera

do desde el punto de vista funcional, como un sistema fundamental que expli

ca el transporte de algunas sustancias para cualquier tipo de mitocondria,

independientemente de su origen. El transporte fundamental incluye la



penetracidn de oxigeno, agua, bidxido de carbono, fésforo inorgénico,
adenin-nucledtidos y substratos esenciales como el piruvato y los 4cidos

grasos.

Algunos de estos metabolitos se difunden en forma o especifi-
ca a través de la membrana, sin necesidad de un acarreador, mientras
gue otros sdlo pueden hacerlo por medio de su acarreador especifico, que

se encuentra en la mitocondria (8).

Cabe abrir un pequefo paréntesis, en estos momentos, para .
profundizar un poco en la idea del transporte por medio de acarreadores.
Este puede ser descrito en tres grupos generales: difusién faciltitada,

transporte activo y translocacidén de grupos.

Los tres fendmenos generales tienen varias propiedades en
comin, que los diferencian del transporte pasivo o difusién a través de la

membrana.

1. La presencia de un componente membranal activo, que permite un
intercambio mas répido del que se puede deber a la naturaleza qui-

mica del soluto.

2. La entrada del soluto llega a un valor limite, con concentraciones

crecientes del mismo, 10 que con frecuencia nos da una cinética en—

zimética de Michaelis—Menten.,



3. El acarreador es usualmente estereoespecifico, 1o que implica la

existencia de diferentes acarreadores para diferentes solutos,

4, EIl proceso es dependiente de la temperatura (9).

Cada uno de los sistemas de transporte difiere de 1os demés
en varios puntos importantes, a saber: la difusibn facilitada es el méas
simple y comdn de todos 1os procesos de acarreadores; este sistema per-—
mite el movimiento del soluto bajo un gradiente de concentracidn, hasta
que la concentracibn en el exterior sea igual a la del interior de la mem-—
brana. La energia para el fenémeno esta dada por el gradiente de con-
centracién del soluto y la energia metabdlica no es utilizada. El acarrea

dor sblo afecta la velocidad del movimiento y no el equilibrio final.

Si la energfa metabdlica se encuentra involucrada en el meca-
nismo de difusibn, de tal manera que haya una acumulacibn del soluto, el

sistema se llama de transporte activo.

La translocacibn de grupos, en contraste con estos des, invo-
lucra una modificacibén del soluto durante el proceso de transporte. Este
mecanismo, propuesto inicialmente por Mitchell y Moyle (10), sugiere
que las moléculas del acarreador se comporten como enzimas al catali-

zar reacciones de transferencia de grupos. Aungue en este caso el solu

to es alterado, es aparente que da como resultado la acumulacibn del mis

mo, como sucede en el transporte activo,
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Una representacidén esquemética de dos de los procesos an—
tes descritos, la podemos ver en la figura 4. Como puede Observarse,
el mecanismo de difusibn a través de la membrana, esta dividido en cin
co partes como sigue: para el caso de la difusién o transporte pasivo,
que se debe a la solubilidad del soluto en la fase lipidica, la primera
parte del fendmeno es una difusibn del soluto, a través del solvente que
se encuentra fuera del sistema membranal (I—I'). Un segundo paso
del fenbmeno es la particibn o solubilizacibn del soluto en la fase lipidi
ca (I'—»I'm); siguiendo esta particién, las moléculas del soluto se di-
funden dentro de la fase lipidica (I'm— I"m), para por (ltimo realizar
una segunda particién del medio lipidico hacia el interior del espacio
rodeado por la membrana (I"m-—1I"), y una difusibn en este espacio

(1" —1).

Ahora bien, en el caso de una difusibén por medio de un acarrea
dor, los pasos intermedios del fenémeno son b&sicamente iguales, s6lo
que esta vez la particién y la difusién dentro de la fase lipidica, se lleva
a cabo gracias a la intervencibén de una molécula acarreadora, que al

reaccionar con el soluto en una reaccibn enzimética del tipo:

Y + s

v

Is

donde I =soluto, y S = enzima, crea un compuesto enzima-substrato
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11.
capaz de llevar al cabo el proceso de la difusién en el medio lipidico (9).

El acarreador de adenin—-nuclebtidos ha sido el primer acarrea—
dor anibnico de la membrana interna de la mitocondria estudiado. Este
estudio se ha hecho posible gracias a la existencia de un inhibidor espe-
cifico, el atractilbésido o atractilato de potasio (ATR). Este compuesto
estd formado molecularmente por un glucbsido diterpénico que contiene
tres grupos Acidos. El ATR fue estudiado primeramente por su alta to-
xicidad en mamiferos (11)y més tarde Bruni demostré que es un inhibi-
dor en el proceso de la fosforilacibn oxidativa (12). Estudios posterio—
res de Vignais (13)y el mismo Bruni (14 y 15) llevaron a la conclusién
de que el compuesto afecta de esta manera, compitiendo por la entrada
de ADP a la mitocondria y por ende, la fosforilacién del ADP en el inte
rior de la mitocondria. Dado que el ATR evita la entrada de ADP, se
le ha considerado como L;m inhibidor del sistema acarreador de ADP en
la mitocondria (Klingenberg, Pfaff) (16). Algunos derivados del ATR,
como el carboxiatractilésido, que también inhibe el transporte de ADP,
han servido como pruebas de la existencia del acarreador del nuclebtido

de adenina en mitocondrias.

En base a las propiedades de 10s compuestos antes descritos,

se han llegado a estudiar las caracteristicas cinéticas del sistema en

mitocondrias de mamiferos y levaduras, las que estidn resumidas en la

tabla 1 (17).
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TABLA 1

Propiedades del acarreo de adenin-nuclebtidos, Proceso de intercambio

por difusibn,

Estequiometria 1:1

Cantidades micromoleculares de ADP externo realizan un intercam=-
bio contra 10 mm del ADP + ATP interno.

Hay una entrada positiva, en la presencia de Ca+2 y F et2 .
Ausencia de compartimentacién de los adenin-nucleétidos intramito-
condriales.

Localizacién del acarreador de adenin-nucleétidos en la membrana

interna.

Cinética de Michaelis—-Menten con una curva de saturacidn,

Km para el ADP externode 1 a 10 uM

V max para el ADP externo de 3 a 7 nanomolas/min/mg prot. (2°C),
Km para el ATP externode 2,5 a 11 uM

La velocidad méxima para el ATP es de 2 a 4 veces menor que la

del ADP.
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Especificidad para ADP y ATP

- El APCH,P *, APHP ** y desoxiADP son también transportados.
- El AMP no es transportado ni tampoco algunos otros nuclebtidos como
UDP, CDP, GDP, IDP excepto GDP, en tejido adiposo café y UDP en

levadura.

Dependencia por la temperatura de la velocidad del transporte.

- Punto de transicién en mitocondrias de higado de rata: 8° C
~ Abajo de 8° C la energfa de activaciébn es de 50 Kcal/mol.,

- Arriba de 8°C la energfa de activacién es de 12 Kcal/mol ,

Dependencia al pH

- No hay efecto de pH entre 5y 8,

Inhibicién especifica

- Por Atractilésido, Carboxiatractilésido y Acido Bongkreiko,

Determinacién_genética

- Pérdida de afinidad por ADP o Atractilésido en mitocondrias mutantes

de S, cerevisiae.

Asimetria del transporte

Esté favorecido el antiporte electrogénico ADF"Q————-b ATP™4 .

*  Andlogo metilénico de ADP

**  Andlogo hidrofosfatado de ADP
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La especificidad para ADP y ATP, la cinética de saturacibn,
la alta dependencia por la temperatura, la existencia de inhibidores espe-
cificos y la posibilidad de un control genético, nos indican que el transpor
te de ADP y ATP es un proceso de difusibn facilitada, por medio de un

acarreador (18).

Sin embargo, en datos recientes de Hanson (19) y Pasam (20),
quiénes trabajan en mitocondrias de plantas (coliflor y alcachofa), han re-
portado ausencia o diferencias marcadas en el efecto del ATR en la respi-
racibn estimulada por ADP y la ATPasa. Estos reportes han creado al-
gunas controversias con respecto al efecto del ATR en el transporte, y en
sus posibles implicaciones metab6blicas, 10 que nos motivd a estudiar las
propiedades cinéticas del acarreo del ADP y ATP, a través de la membra

na de mitocondrias de coliflor (Brassica oleracea).
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MATERIALES Y METODOS

L.as coliflores fueron obtenidas del mercado local, Partiendo
del tejido que se encuentra en los extremos de ias flores (8 mm) se pro=-
cedib a extraer y purificar las mitocondrias, por el método descrito por
Jung y Hanson (21), al que se hicieron ligeras modificaciones, quedando

el sistema como 10 podemos ver en el siguiente cuadro sinbptico (fig. 5):

HOMOGENEIZADO

l

Centrifugar 10 min, a 800 x g

SOBRENADANTE SEDIMENTO

Centrifugar § min, a 27000 x g Descartar

SOBRENADANTE SEDIMENTO

Descartar Suspender en 80 ml de sacarosa 0.4 M

Centrifugar 10 min, a 500 x g

SOBRENADANTE //T/;AENTO

Decantar en 10 ml de Descartar
sacarosa 0.8 M

Centrifugar 20 min, a S000 x g.

SOBRENADANTE SECQIMENTO
Descartar Resuspender en sacarosa 0,256 M

EDTA 1 mM

Figura 5
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Se utilizb sacarosa 0,25 M con EDTA 1 mM pH 7.3 para ha-
cer el homogeneizado. Las mitocondrias obtenidas fueron resuspendidas

en este Mismo reactivo,

Las mediciones de la respiracibn se hicieron utilizando el métg
do polarogréfico, con un electrodo de oxigeno (Yellow Springs Instrument
Co.), y graficando 1os cambios en concentracibn de oxigeno del medio res
pecto al tiempo, en una mezcla que contenia: 5 mg de protefna mitocon-
drial, sacarosa 125 mM, fosfato-Tris pH 7.3 10 mM, succinato-Tris pH

7.3 3 mM, Tris—=HC1 20 mM y MgCl, 2mM, en un volumen final de 3 ml.

LLa actividad de ATPasa fue medida en un medio similar al des-
crito por Hanson (21), determinando la concentracién de fésforo inorgéni-

co liberado en el medio, segln el método reportado por Sumner (22).

Las cuantificaciones de fijacién de 14c ADP Yy 14c ATP a la
membrana mitocondrial fueron hechas en un contador de centelleo (Nuclear
Chicago), siguiendo las indicaciones reportadas por Winkler, Bigram y
Lehninger (22). En estos experimentos se utilizé un medio que contenia:
Tris—HCl 20 mM, sacarosa 125 mM, y 3 mg de proteina, siendo la mez
cla final de 1 ml, del cual se tom& después de incubar un minuto, una alf

cuota de 0.3 ml y se filtrd a través de un filtro Millipore tipo HA,

Para constatar la integridad de las mitocondrias, se 1levé al

cabo un experimento de hinchamiento mitocondrial, para el cual se usb
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un espectrofotbmetro marca Zeiss, midiendo 1os cambios en densidad
bptica a 520 nm en un medio que contenia los Mismos compuestos que

la respiracibn,

La protefna fue determinada por el método de Murphy y Kies

(24).

Todos 1o0s reactivos utilizados fueron de la méxima pureza co

mercial posible, a saber:

Et ADP y ATP, de Sigma
El ATR, de Calbiochem
Los nuclebtidos marcados, de Amersham Searle, con una ac

tividad de 72 mc/mmola para el ATP y 55 me/mmola para el ADP.

Los reactivos restantes de uso com(n, se obtuvieron de los

Laboratorios Merck.

Todos 1os experimentos fueron hechos cuando meinos tres ve—

ces, obteniéndose en todos resultados similares.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Para iniciar la investigacidn hicimos algunos experimentos de
control respiratorio; esto es, medimos los cambios en el consumo de oxi
geno, segln el método descrito en "Materiales y Métodos" (M.M.), y pro
bamos, en primer lugar, el efecto del ADP sobre las mitocondrias que se
encontraban en un medio carente de este substrato (estado 4), encontran—
do, como es notorio en la figura 6, que las mitocondrias responden a este
metabolito aumentando considerablemente su consumo de oxigeno (estado
3), lo que habla de un estado acoplado de las mitocondrias. Como pruel;as
de la integridad de nuestras mitocondrias realizamos, por un lado, una
respiracibn en la que los substratos oxidables agregados fueron malato —
glutamato, en las mismas concentraciones que el succinato, ya que estos
compuestos son oxidados en la matriz mitocondrial y en caso de haber po
ros o fracturas no habria respuesta al ADP, como podemos ver en la fi—
gura No. 6, la respuesta de nuestra preparacidn al adenin-nuclebtido en
el medio antes descrito es franca, lo que constata en cierta medida la in
tegridad de nuestra preparacién mitocondrial. Una segunda prueba de
esta integridad (fig. 7) son los resultados de hinchamiento, ya que en caso

de los nombrados poros o fracturas, este efecto seria insignificante.

Se observa también claramente en la ﬁgl.:ra G, que el ATR no

causa ningln efecto en el estadd 3 de nuestras mitocondrias, aun a concen

traciones mucho mayores de las que actuan en mitocondrias de mamiferos
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(QOOPM en nuestro caso, siendo que con 40 uM inhibe casi completamen

te este pardmetro en mitocondrias de higado).

Sin embargo, podria arglirse que la falta de efecto del glucési
do en nuestra particulas subcelulares, puede deberse a la gran cantidad
de ADP presente (2.3 mM), en comparacién de 200 PM del ATR, ya
que como ha reportado Klingenberg (25), la inhibicién ocasionada por este
compuesto tiene una cinética de competencia, que puede ser revertida
por estas concentraciones de ADFR, Considerameos, por tanto, probar
el efecto en concentraciones inclusive més altas que las del metabolito
(fig. 8). En esta misma figura presentamos un eontrol de mitocondrias
de higado de rata, en el que se ve sin lugar a dudas la diferencia en sensi
bilidad. Para poder utilizar este medio, que tiene concentraciones ba—
jas de ADP, se cred un sistema regenerador del metabolito, utilizando
glucosa 16 mM y hexoquinasa 3.6 u.,/ml, obteniendo, como se puede ver,
una inhibicién muy pobre en comparacién con la que se produce en higado

de rata en concentraciones mucho mayores de ADP.,

Es también muy notorio que en nuestras mitocondrias (fig. 8)
el ATP tiene un efecto directo sobre la deshidrogenasa succinica, acti-
vando la respiracién como ocurre en mitocondrias de mamifero (26), y
que es, ademés, sensible en cierta medida, mucho mayor que el ADP al

ATR. Este efecto serd estudiado por el grupo de trabajo del Instituto de
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Biologia (sobre la deshidrogenasa succinica) posteriormente.

Dados estos resultados, que son contradictorios con los resul-
tados experimentales en mamiferos, pero que tienen un apoyo bibliogréf_i
co en los reportes de Passam y Hanson (19, 20, 21) en mitocondrias de
plantas, quisimos profundizar en el efecto de este compuesto en cuestién
y probamos la sensibilidad de la ATPasa (tabla 2) al ATR. Como se
aprecia en esta tabla, la sensibilidad del transporte de ATP al ATR, es
incuestionable, y ta inhibicién de 1la ATPasa de dinitrofenol (DNP) por
el ATR, nos habla de una posible interaccidén del glucbsido con el siste-

ma de transporte del ATP,

Estos datos contradictorios de, en primer lugar, una falta de
sensibilidad en la respiracidén estimulada por ADP al ATR, y una franca
inhibicién en el caso de la ATPasa o transporte de ATP, nos llevaron a
hacer estudios més profundos del fenbmeno del transporte de estos meta
bolitos, en base a las propiedades del acarreador, con relacibn al efecto
del supuesto inhibidor especifico de ellos, el ATR. Me he referido al fe
némeno como contradictorio, pues el acarreador ha sido reportado por

Klingenberg (25) como el mismo para ambas sustancias.

Para empezar con esta segunda parte de nuestro trabajo, hici

mos un estudio comparativo de la fijacibn de MC ADP a las membranas

de higado y de coliflor. Para esto utilizamos el método de Winkler y co—-



TABLA II

Adiciones

Mg?t 2 m
MgZt 2 mM + ATR 200 uM
DNP

DNP + ATR 200 uM

pmolas de Pi Liberado /mg Proteina

18 a.



18 b,

=100

E S

")

m COLIFLOR
o (-]
£

~N

o

<

S 50

=

2 °

<

I ] pLi
1 2 3,3
1/(ADP)AGREGADO/mg PROT,uM

Figura 9



18 c.

3
537
£ 4uMATR
£g¢t
N 2UMATR
8el
N -
-
/ t -+
2 3

-

/{ADP) AGREGADO/ mg PROT uM

Figura 10



18 d.

50
i
1

+ATR (4
+ATR 2

40
}

20
t

MICRO MOLAR
1/( ATP)PEGADO/ mqr PROT
30
t

«MICRO MOLAR

\

i
T Ll T

1 2 3
1/(ATP) AGREGADO/ mqr PROT
MICRO MOLAR

Figura 11



19.

laboradores descrito en M. M.

Como resultado de este primer estudio comparativo, nos encon-
tramos con que hay mucha menos fijacién de ADP a la membrana de mito
condrias de coliflor que a la de higado (10 veces menos), no obstante la
Km para ambos es la misma (56 uM, fig. 9), 10 que posiblemente hable de
un menor nimero de sitios de fijacibén de ADP a las mitocondrias de coli—
flor que a las de higado. Este dato experimental nos motivb a explorar
la accibn del ATR en la fijacién de ADP y ATP a nuestras mitocondrias,
encontradndonos con que tanto la fijacién de ADP (fig. 10), como la de A;I‘P
(fig. 11) son sensibles a este compuesto, Como se ve, no Obstante, los
dos tienen sensibilidad al ATR, las cinéticas de reaccibn entre el ATR,
con ADP y ATP son distintas, siendo respectivamente competitiva la de
la primera e incompetitiva la segunda, 10 que habla, cuando menos, de

dos sitios de fijacibén diferentes para ambos nuclebtidos.

Aungue 10s resultados en sensibilidad al ATR de la fijacién si
nos hablan de una diferencia entre las cinéticas del ATP y ADP, no ex—
plican la falta de sensibilidad del segundo al ATR en la respiracién, Por
tanto, investigamos los efectos del ATR en la fijacibn de ADP y ATP, a
las concentraciones que se usaron en la respiracién (la concentracién

del ATR es en todos estos experimentos de 200 uM). En esta par-

te experimental (fige 12 y 13) encontramos, como se puede ver en la fi-
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gura 12, un sitio de fijacién no especifico para el ADP, el cual es insen-
sible al ATR, en tanto que el ATP conserva a estas concentraciones su
sensibilidad (fig. 13). Es de hacer notar ademés, que se fija aproxima-
damente el doble de ADP que de ATP a la membrana. Todos estos datos
coinciden con los de respiracién y ATPasa, si suponemos que el sitio no
especifico de ADP transporta al mismo. .Este sitio ha sido reportado por
Pfaff y Klingenberg (27), aunque estos autores no proponen que se trans—
porte adenin-nuclebtidos a través del mismo., Encontramos también en
un experimento posterior, que el ATP inhibe la fijacién de ADP en am-
bos sitios de este segundo, efecto que habla de una interaccibn del ATP

con los dos sitios (fige 14).

Para explicar estos fenbmenos hemos propuesto un modelo de
transporte a través de nuestras mitocondrias de coliflor (figs. 15), enr el
que hay un sitio del acarreador (parte A) de fijacibn de ADP y ATP, que
transporta estos compuestos, y un sitio no especificado para el ADP, que
también 1o hace. La parte B nos muestra la interaccién del ATR con los
sitios de ATP y ADP, observandose en esta ilustracién que el ATR inter
actla con los sitios especificos de 10s dos adenin-nuclebtidos, mientras
que no 10 hace por el sitio no especificado para el ADP, lugar por donde

se transporta a este Gltimo. Por (ltimo, en la parte C, se muestran las

interacciones del ATP con los sitios especificos y no especificados del

ADP. Esta interaccibn es de tipo alostérica en el sitio no especificado.
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Un dato que apoya esta conclusidn es el hecho de que la inhibi
cibén producida por el ATP se revierta en el sitio no especificado al
agregar ATR (fig. 16). Este mismo efecto 1o podemos ver con mucha
claridad en la tabla 3, observa&ndose que al agregar el ATR y por ende,
al competir con el ATP por los sitios especificos del acarreador, la in-
hibicién antes producida por este compuesto, desaparece completamente.
Podemos concluir, dados todos estos datos experimentales, que el sitio
no especifico de pegada de ADP posiblemente transporte a este metabo-
lito en nuestras mitocondrias de coliflor, 1o que hace a la respiracidén
estimulada por ADP insensible al ATR. También podemos pensar que
este sitio tiene alguna relacibén con el acarreo de ADP y ATP, esto es,
por medio del acarreador, ya que existe una interaccidn alostérica en—

tre el ATP y el sitio antes mencionado.
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TABLA III

% de Inhibicién de la Pegada de ADP- (l4cy

ADP (14C)Anadido M +ATP +ATP + ATR
50 65 22
. 100 38 16

200 50 -

21 b.



DISCUSION

Como ya he dicho en esta tesis, el acarreador del ADP fue uno
de los primeros acarreadores estudiados y es probablemente de 10s méas
conocidos, existiendo un buen nlmero de reportes bibliogréficos que se
refieren a él (12 - 18, 23, 27 y 28 ). No obstante esto, no se ha llegado
a una solucibn final que expligue su comportamiento. Esto se debe qui-
z4s, a que no se ha podido aislar la proteina acarreadora, Es dificil
pensar, recordando una de las primeras premisas de la introduccibn,
que se puedan generalizar las propiedades del acarreador para cualquier
mitocondria, independientemente de su origen, ya que no podemos menos—
preciar las leyes de la evolucibn y hay que tener en cuenta que las plan—

tas nos llevan mucha ventaja en tiempo a 1os mamiferos.

Ademés, recientémente, Shrago y colaboradores (29) han de—
mostrado que el ATR no solamente tiene influencia en el acarreador de
ADP, sino que también interact@a con el de los 4cidos tricarboxilicos,
1o que habla en contra de la tan nombrada especificidad del ATR por el

acarreador de 1os adenin-nuclebtidos,

Nuestro trabajo muestra primeramente, que hay marcadas dife

rencias entre 10s sistemas de acarreo de algunas plantas y 10s de anima-
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les mamiferos, 1o que creo puede ser importante en el descubrimiento de
la evolucibén de los sistemas de transporte, y llevarnos al mejor entendi—

miento del fenbmeno.

Ademés, pienso que el sistema de acarreo de estos compuestos
Z . Z 3
es mas complicade que una sola molécula acarreadora, pensamiento que
se encuentra en cierta manera implicito en los (ltimos reportes de
Vignais (18), quién encuentra en sus cromatografias por afinidad, no sélo

una moltécula, sino un grupo de ellas.

Considero que en este trabajo queda patente la grandiosidad y
complejidad de los fendbmenos naturales y s6lo me resta decir que todavia
queda un largo trecho por recorrer, en el terreno del estudio de las bases

moleculares de la vida.

SI DIOS FUERA TAN SENCILLO COMO LO IMAGINAMOS,

LAS COSAS NO SERIAN TAN COMPLICADAS.
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