
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE QUIMICA 

SE REQUIERE UN ACARREADOR CON ALTA AFINIDAD EN EL 

TRANSPORTE DE ADENIN - NUCLEOTIDOS. 

TESIS QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

Q U I M I C O 

pr~senta 

ARTURO JANOVITZ KLAPP. 

MEXICO, D.F. 1975 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



~ 

CLAS. (e s,· I 
AOQ. I . 
FECH ;, C/~ 
PROC. . )jf '. JJ :J_ 



PRESID E NTE: Es t e l a Sánche~ de ..Jimé f'le:z 

VOCA L: Gua dalupe Vé1e~ Prª tt 

SECRETARIO: Edmundo Cháve~ Cosío 

1 er. Suplente: Alfredo ~chegaray Alemán 

2o. Suplente: 

Sitio donde se desarroll6 el tema: 

Instituto de Biología, Departamento de Biología Experiment:1¡\l, 

Nombre completo y firma del aseso.r del tema; l 



CON PROFUNDA ADMIRACION Y 

RESPETO A TODA MI FAMILIA, 

LA DE HOY Y LA DE MAf\íANA, 

Y A TODAS LAS PERSONAS QUE 

TRABAJAN CANTANDO. 



EL PRESENTE TRABAJO FUE REALIZADO EN 

LOS LABORATORIOS DEL DEPARTAMENTO DE 

BIOLOGIA EXPERIMENTAL DEL INSTITUTO DE 

BIOLOGIA- DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL 

AUTONOMA DE MEXICO, BAJO LA DIRECCION 

DEL DR. EDMUNDO CHAVEZ COSIO, Y 

GRACIAS A LA VALIOSA AYUDA DE LA DRA. 

MARIETA TUENA DE GOMEZ POYOU Y DEL 

DR. ARMANDO GOMEZ POYOU, A QUIENES 

EXPRESO MI GRATITUD. 



INDICE 

Página 

I NTRODUCCION 3 

MATE RIA LES Y METODOS 13 

RESULTADOS Y CONCLUSIONES 16 

DISCUSION 22 

BIBLIOGRAFIA 24 



INTRODUCCION 

Las membranas biológicas son quizás las estructuras supram~ 

leculares más complejas, desde el punto de vista de su ensamble, y ju~ 

gan un papel crucial en cas i todos los fenómenos celulares, algl.JnOs de 

los cuales son tan importantes como la fosforilación oxidativa en las mi 

tocond rias • 

Existe a hora cuantiosa informa::ión concerniente a la composi

ción y estructura de las membranas. Un dato reciente es que las mem

branas internas y citoplásmicas son esencialmente iguales. Ambas están 

compuestas de proteínas y sustancias grasas (lípidos). En las membra

nas d e las células de los mamíferos están también presentes pequeñas 

cantidades de carbo:1idratos asociados con proteínas o con lípidos. Los 

lÍpidos tienen aproximadamente la mitad de la masa de la mayoría de las 

membranas y en las membranas internas los lÍpidos s on exclusivamente 

fosfolípidos, Las membranas c itoplás micas contienen, además de fosfo

lÍpidos , glicolípidos y lÍpidos ne utros , como el caso del col esterol e n los 

eritrocitos (1 ) . 

Con los trabajos de Davson y Danie lli en 1935 (2) y posteriorme.:2 

te d e Robertson (3), se llegó a postular una estructura para las membra-

nas celulares , e n la que se supone una dable capa de fosfol Ípidos, con s us 

grupos hidrofílicos orientados hacia afuera y los hidrofÓbicos hacia el in

terior, formando una estructura bidimens ional rodeada por sus partes 
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internas y externas de proteínas extendidas en su configuraci6n beta 

(fig. 1) • Esta confi.guraci6n representa una capa total de 90 A de gro

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

E s te 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 restri.cci.ones termodi.námi.cas involucradas, 

tanto en el a rreglo estructural como e n el funcional de las membranas. 

Uno de e llos es la postulaci.6n de un mosaico flufdo, di.námi.co, en el que 

las prote'Ínas se encuentran en dos arreglos diferentes: extrínsecas e 

intrínsecas (4). Esto es, que se pueden encontrar tanto sumergi.das 

dentro d e l a t.luble c apa de lÍpi.dos como en la superficie de ésta. Algu

nas de las proteínas se enc uentran atravesando la membrana y están ª.!2 

cladas a e ll a por una seri.e de ami.noáci.dos neutros, que se fi.jan a la Pª!: 

te hi.d rof6b i.ca de l a doble capa, conteniendo algunos otros ami.noáci.dos 

de ti.po polar haci.a el exterior (5 ) (fi.g. 2). Todo este mosaico ti.ene 

fluidez, lo que confie re a las proteínas la propi.edad de tener movi.l i.dad 

de un lado a otro de la membrana. Estas proteínas se encuentran, se

gún los Últimos reportes, en su forma globular (1). 

Se ha vi.sto por microscopía electr6ni.ca que las membranas 

~-1~1 ar•~ ~ l wíliíl ~n~ ~¡ ·ml r ~ est;~;~~iª~ ~~: ; ; :c::.m.~ ~~; ~?.: ~~::::~ 

c i.as químicas de las proteínas y lÍpi.dos que constituyen las capas. Es

ta asimetría e s muy notoria, por el método antes ci.tado, en la membra 
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na interna de l a mitocondria y es un e lemento importante en el mecanismo 

direccional y vectorial de transporte a través de las membranas. (6) 

La función de la membrana es por tanto doble: por un lado, sir 

ve como una barrera general y por e l otro, permite cierta permeabilidad. 

Ambas funciones se pueden observar dada la estructura de las membranas, 

El papel de proporcionar una pared impermeable es r elativamente su fun

ción primaria y se lleva a cabo, en principio, por la doble capa lipídica . 

La función de permitir el intercambio específico de substratos es mucho 

más sutil y se realiza gracias a l as propiedades especiales de l as mem

branas biológicas, que las diferencían de las preparadas a rtificialmente. 

La mitocondria es un ejemplo particularme nte interesante, de 

un sistema selectivamente cerrado, formado por dos membranas, unas~ 

la d e las cuales, la membrana interna, r etiene suficientes sustancias 

(suficiente poca permeabilidad ) como para formar un espacio cerrado, el 

cual contiene l os 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 análisis más detallado de las funciones 

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

rendar bien entre las diferentes partes de la mitocondria (7) (fig. 3) • 
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Una fracci6n considerable de las reacciones mitocondriales se 

llevan a cabo dentro de la membrana. Se puede postular que l a localiza

ci6n en la fase membranal de cualquier reacci6n, está ligada a una función 

vectorial, como es el transporte a coplado de algún metabolito o ion. S6lo 

en estas circunstancias la separaci6n de espacios se convierte en la pro

piedad más importante de la membrana y es explotada con · mucha efica

cia por los sistemas de catálisis, que están fijados a ella. 

Los sistemas metab61 icos más importantes de las mitocondrias, 

s on los que están representados por la degradaci6n oxidativa de substra

tos, unido a la fosforilaci6n oxidati.va. Las reacciones de degradaci6n de 

substratos están en su mayoría localizadas en la matriz, mi.entras que la 

cadena respi.ratori.a, que comprende la transferencia de electrones, un 

gran número de deshidrogenasas y el sistema de fosforilaci6n oxidativa 

están unidos a l a membrana. Esta r e laci6n, relativamente alta de fun-

ciones ll evadas a cabo en esta parte celular, se refleja en el radi.o tan 

alto de s uperficie de memb rana mitocondri.al por unidad de vol~men 

e 50 m2 /ml) en mi.tocondri.as de coraz6n o músculo de mosca. 

Por tanto, se pueden diferenciar tres ti.pos de reacciones mem-

b r a nal es de transporte. 

1 • Transporte a través de l a membrana, sin modi.fi.cación química. 

2. Transporte de grupos a través de la membrana y acoplado a un rom

pi.mi.ento o formaci.6n de enlaces químicos . 
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3. Transporte de iones al través de la membrana y que podría o no, 

estar acoplado al transporte de electrones. 

El es tudio del transporte de metabolitos a través de la membr~ 

na mitocondrial, fue iniciado relativamente tarde comparado con los es

tudios del transporte en eritrocitos, bacterias u otros sistemas celulares. 

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

c:tividad metabólica de estos organelos. 

Las reacciones de transporte en mitocondrias son con frecuen- . 

. a de uno a dos órdenes de magnitud más rápidas que aquéllas de lacé-

1la entera, y los intercambios de metabolitos en el transporte, son más 

fÍCiles de medir, razón por la cual los resultados obtenidos son princ2_ 

llmente cualitativos. 

El transporte en mitocor1drias es, sin embargo, un adelanto en 

elucidación de los sistemas de a carreadores, y la velocidad y multiplJ. 

fod de intercambio de metabolitos, indica que los acarreadores se en

entran en concentraciones muy altas dentro de las membranas, lo que 

:ilita su identificación y posible caracteriza ción molecular. 

Este transporte mitocondrial de metabolitos pue de ser consider~ 

do desde el punto de vista funciOnal, como un §istt!m8 fundam@ntB.l qu@ @~f.Jl.1 

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

independientemente de su origen. El transporte fundamental incluye la 
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penetraci6n de oxígeno, agua, bi6xido de carbono, f6sforo inorgánico, 

adenin-nucleótido.s y s ubs tratos esenciales como el piruvato y los ácidos 

grasos . 

Algunos de estos metabolitos s e difunden en forma no específi

ca a través d e la membrana, s in nec es idad de un acarreador, mientras 

que otros sólo pueden hace rlo por media de s u acarreador específico, que 

se encuentra e n la mitocondt"'ia (8). 

Cabe abrir un pequeño paréntesis r en estos momentos, pal"'a 

profundizar un poco en la idea del transporte por medio de acarreadores. 

Este puede ser descrito en tres gr4Jos generales: difusión facilitada, 

transporte activo y translocación de grL.Pos. 

Los tres fen6menos generales tienen varias propiedades en 

común, que los diferencían del transporte pasivo o difusi6n a través de la 

membrana. 

1. La presencia de un componente membrana! activo, que permite un 

intercambio más rápido del que se puede deber a la naturaleza quí

mica d el soluto. 

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

crecientes del mismo, lo que c on frecue ncia nos da una cinética en

zimática de Michaelis-Menten. 
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3. El acarreador es usualmente estereoespec(fico, lo que implica la 

existencia de diferentes acarreadores para diferentes solutos. 

4. El proceso es dependiente de la temperatura (9 ). 

Cada uno de los sistemas de transporte difiere de los demás 

en varios puntos importantes, a saber: la difusi6n facilitada es el más 

simple y común de todos los procesos de acarreadores; este sistema per

míte el movimiento del soluto bajo un gradiente de concentración, hasta 

que la concentraci6n en el exterior sea igual a la del interior de la mem

brana. La energ(a para el fenómeno está dada por el gradiente de con

centraci.6n del solut-0 y la energía metab61ica no es utilizada. El acarrea 

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

Si la e nergía metab6Hca se encuentra involucrada en el meca

nismo de difusión, de tal manera que haya una acumulaci6n del soluto, el 

sistema se llama de transporte activo. 

La translocación de grupos, en contraste con estos des, invo

lucra una modificación del soluto durante el proceso de transporte. Este 

mecanismo, prqJuesto inicialmente por Mitchell y Moyle (1 O), sugiere 

que l as moléculas del acarreador se comporten como enzimas al catali

zar reacciones de transferencia de grupos. Aunque en este caso el sol~ 

to es alterado, es aparente que da como resultado la acumulact6n del mis 

mo, como sucede en el transporte activo. 
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Una r epresent ación esquemáti:ca de dos de l os p rocesos a n-

tes d esc ritos , la pode mos v e r e n la figura 4. Como puede obs erva r se , 

e l mecanis mo de difusión a travé s de la m e mbrana, está dividido en ci.~ 

c o pa rtes c omo sigue : para el c aso de la difusión o tra nsporte pasivo, 

q ue se d e be a la solubilidad d el soluto e n la fase l ipÍdica, la primera 

parte d e l f e nómeno es una difusión del soluto, a través del s olvente que 

s e e ncue ntra fuera del s is t e ma membrana! ( l----io I' ) • Un segundo paso 

d e l f e nóme no es la partición o solubi.l ización del soluto e n la fase lipÍd_! 

ca (1'-I'm ); siguiendo esta partición, las moléculas d e l s oluto se di

furd e n d e ntro de la fas e lipídica ( I'm~ I"m ), para por Último realizar 

una segunda partición del m edio lipídico hacia el inte rior del espado 

rodeado por la membrana (I" m -·- I" ), y una difusión en este espacio 

(I"~ I). 

Ahora bien, e n e l caso d e una difusión por m edio d e un acarre~ 

dor, los pasos interme dios d e l f e nómeno son b&.sicamente iguales, sólo 

q u e esta v ez l a partición y l a d ifusión d e ntro de l a fase lipÍdi:::a, s e lle v a 

a cabo g r acias a la inte rvención d e una m ol é cula a carreado r a , que a l 

r eaccionar con el soluto e n una r eacción e nzimática del tipo: 

1., + s - - ------- - IS 

donde 1 = s oluto, y S enzima , crea un compuesto e nz i ma- s ubstrato 
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capaz de ll evar a l cabo el proceso de la difusión en el medio lipídico (9 ). 

E l aca rreador d e adenin-nucleótidos ha sido e l primer acarrea

dor aniónico de la membrana interna de la mitocondria estudiado. Este 

estudio se ha hecho posibl e gracias a la existencia de un inhibidor espe

cífico, e l a trac tilósido o atractilato de potasio (ATR). Este compuesto 

está formado molecularmente por un glucósido diterpénicb que contiene 

tres grupos ácidos . El ATR fue estudiado primeramente por su alta to

xicidad e n mamfferos (11) y más tarde Bruni demostró que es un inhibi

dor e n e l proceso de la fosforilación oxidativa (12). Estudios posterio

res de Vignais (13) y el mismo Bruni (14 y 15) llevaron a la conclusión 

de que el compuesto afecta de esta manera, compitiendo por la entrada 

de ADP a la mitocondria y por ende, la fosforilación del ADP en el int~ 

rior de la mitocondria. Dado que el ATR evita la entrada de ADP, se 

le ha considerado como un inhibidor del sistema acarreador de ADP en 

la mitocondria (Klingenberg, Pfaff) (16). Algunos d e rivados del ATR, 

como e l carboxiatractilósido, que también inhibe e l transporte d e ADP, 

han se rvido como pruebas de la existencia del acarreador del nucl eótido 

de adenina en mitocondrias . 

En base a las propiedades de los compuestos antes descritos, 

se han lle gado a estudiar las características cinéticas del s is tema en 

mitocondrias de mamíferos y levaduras , las que están r esumidas e n la 

tabla 1 (17). 
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TABLA 

Propiedades del acarreo de adenin-nucleótidos. Proceso de intercambio 

por difusi6n. 

Estequiometr(a 1 :1 

cantidades micromoleculares de ADP externo realizan un intercam

bio contra 1 O .mM del ADP + ATP interno. 

Hay una entrada positiva, en la presencia de ca+2 y Fe+2 • 

Ausencia de corT"partimentaci6n de los adenin-nucle6ti.dos i.ntramito

condriales. 

Localtzaci6n del acarreador de adenin-nucle6tidos en la membrana 

interna. 

Cinética de Michael is-Menten con una curva de saturación. 

Km para el ADP externo de 1 a 1 O µM 

V max para el ADP externo de 3 a 7 nanomolas/min/mg prot. (2° C). 

Km para el ATP externo de 2.s a 11 µM 

La velocidad ~ima para el ATP 6$ de 2 a 4 veces menare que la 

del ADP. 
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Especificidad para ADP y ATP 

El APCH
2

P *, APHP ** y desoxiADP son también transportados. 

El AMP no es transportado ni tampoco algunos otros nucleótidos 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 transición en mitocondrias de hígado de rata: 8° C 

Abajo de 8° C la energía de activación es de 50 Kcal/mol. 

Arriba de 8°C la energía de activación es de 12 Kcal/mol • 

Dependencia al pH 

No hay efecto de pH entre 5 y 8. 

Inhibición específica 

Por Atracti.lósido, Carboxiatractilósido y Acido Bongkreiko. 

Determinación genética 

Pérdida de afinidad por ADP o Atractil6sido en mitocondrbs mutantes 

de S. cerevisiae. 

Asimetría del transporte 

Está favorecido el anti.porte electrogénico ADP~""'---... • ATP-4 • 

• Análogo metilénico de ADP 

Análogo htdrofosfatado de ADP 
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La especificidad para ADP y ATP, la cinética de saturación, 

la alta dependencia por la temperatura, la existencia de inhibidores espe

cíficos y la pos ibilidad de un control genético, nos indican que ef transpo!: 

te de ADP y A TP es un proceso de difusión facU itaáa, 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), lían re

portado ausencia o diferencias marcadas en el efecto del ATR en-la respi

ración estimulada por AOP y la ATPasa. Estos reportes han creado al

gunas controversias con respecto al efecto del ATR en el transporte, y en 

sus posibles implicaciones metabólicas, lo que nos motivó a estudiar las 

propiedades cinéticas del acarreo del ADP y A TP, a través de-la membr_! 

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

L.as coUflores fueron obtenidas del mercado local. Partiendo 

del t ejido que se encuentra en los extremos de 1as flores (3 mm) se pro-

cedió a extrae r y purificar las mitocondri.as, por el método descrito por 

Jung y Hanson (21 ), al que se hi.ci.eron ligeras modificaciones, quedando 

el s istema como 10 podemos ver en el s iguiente cuadro s in6ptico (fig. 5): 

HOMOGE NEIZADO 

¡ 
1 O min, a 800 x g 

SOSRENADANTE SEDIMENTO 

Centrifugar 6 mi.n, a 27000 x g Descartar i----------.. 
SOBRENADANTE SEDIMENTO 

l 
Descartar Suspender en 80 ml de sacarosa 0.4 M 

1 
Centrifugar 1 O min . a 500 x g 

----1 SOBRENA~---r SEDIM ENTO 

! 
Decantar en 1 O ml de Descartar saeaia o.a M 

CmtM g, 

l 
SOBRENADANTE ~M~NTO 
Des cartar 

Figura 5 

Resuspender en sacarosa 0.25 M 
EDTA 1 mM 
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Se uti.liz6 sacarosa 0.25 M con EDTA 1 mM pH 7.3 para ha

c er el homogeneizado. Las mitocondrias obtenidas fueron resuspendidas 

en este mismo reactivo. 

Las mediciones de la respiraci6n se hicieron utilizando el mét~ 

do polarográfico, con un electrodo de oxígeno (Yellow Springs Instrumcnt 

Co. ), y graficando los cambios en concentraci6n de oxígeno del medio re~ 

pecto al tiempo, en una mezcla que contenía: 5 mg de proteína mitocon

drial, sacarosa 125 mM, fosfato-Tris pH 7.3 1 O mM,. succinato-Tris pH 

7 .3 3 mM, Tris-HCl 20 mM y f\AgCl 2 2 mM, en un volumen final de 3 ml. 

La actividad de ATPasa fue medida en un medio similar al des

c rito por Hanson (21 ), determinando la concentraci6n de f6sforo inorgáni

co liberado en el medio, según el métOdo reportado por Sumner (22). 

Las cuantificaciones de fijaci.6n de 14c ADP y 14c A TP a la 

m e mbrana mitocondrial fueron hechas en un contador de centelleo (Nuclear 

Chicago), s iguiendo las indicaciones reportadas por Winkler, Bigram y 

L e hninge r (22). En estos experimentos se uti.l iz6 un medio que contenía: 

Tris -HCl 20 mM, sacarosa 125 mM, y 3 mg de proteína, siendo la me~ 

cla final d e 1 ml, del cual se tom6 después de incubar un minuto, una aJi 

c uota d e o. 3 ml y se fi.ltr6 a través de un filtro MHl ipore tipo HA. 

Para c onstatar la integridad d e las mitocondrias, se llev6 a l 

cabo un experi mento de hincha miento m itocondria l , para e l c ual se us6 
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un espect rof ot 6 m etro marca Zeiss, midiendo los cambios en densidad 

óptica a 52 0 nm e n un medio que contenía los mismos compuestos que 

la respiración. 

La proteína fue determinada por el. m~todo de Murpt"tf y Kies 

(24). 

Todos los reactivos utilizados fueron de la máxima pureza c~ 

mercial posible, a saber: 

Et ADP y ATP, de Sigma 

El ATR, de Calbiochem 

Los nucle6tidos marcados, de Amersham Searte, con una a_s 

thlidad d e 72 mc/mmota para el ATP y 55 mc/mmola para el ADP. 

Los reactivos restartes de uso común, se obtuvieron de los 

Laboratorios Merck. 

Todos los experimentos fueron hechas cuando me;1os tres ve

ces, obte niéndose en todos resultados similares. 
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES 

Para iniciar la investigaci6n hicimos algunos experimentos de 

control respiratorio; esto es, medimos los cambios en el consumo de oxi_ 

geno, según el método descrito en "Materiales y Métodos" (M. M. ), y pr~ 

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 oxígeno (estado 

3), lo que habla de un estado acoplado de las mitocondrias. Como pruebas 

de la integridad de nuestras mitocondrias r ealizamos, por un lado, una 

respiraci6n e n 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 p~ 

ros o fracturas no habría respuesta al ADP, como podemos ver en la fi

gura No. 6, la respuesta de nuestra preparaci6n al adenin-nucle6tido en 

el medio a ntes descrito es franca, lo que constata en cierta medida la i~ 

t e gridad de nuestra preparaci6n 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 sería insignificante. 

Se observa también claramente en la fi 91.ira G1 9ue el ATR no 

causa ningún efecto en el estad~' 3 de nuestras m itocondrias , a un a caneen 

traciones muc ho mayores de las que actuan en mi.tocondri.as de mamíferos 
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(200 pM en nuestro c aso , s i.endo que con 40 )JM i.nhibe cas i. completame~ 

te este parámetro en m i.tocondri.as de hígado). 

Sin e mbargo, podría argüirse que la falta de efecto d el glL1c6s_!. 

do en nuestra partíc ulas s ubcelulares, p uede deberse a la gran cantidad 

de ADP presente ( 2 .3 mM), en comparación de 200 pM del ATR, ya 

que como ha r eportado. Kl ingenberg (25), la i.nhibici6n ocasionada por este 

compuesto tiene una cinética de competencia, que puede ser revertida 

por estas concentraciones de ADP. Consideramos, por tanto, probar 

el efecto en concentraciones inclusive más altas que las del metabolito 

(fig. 8). En esta misma figura presertamos un eontrol de mitocondrias 

de hígado de rata, en el que se ve sin lugar:- a dudas la diferencia en sensl_ 

bili.dad. Para poder utilizar este medio, que tiene concentraciones ba

jas de ADP, se cre6 un sistema regenerador del metabolito, utilizando 

glucosa 16 mM y hexoquinasa 3.6 u./ml, obteniendo, como se puede ver, 

una inhibición muy pobre en comparación con la que se produce en hígado 

de rata en conce ntraciones mucho mayores de ADP. 

Es también muy notorio que en nuestras mitocondrias (fig. 8) 

el ATP tiene un efecto directo sobre l a deshidrogenasa succínica, acti

vando la respiraci ón como ocurre en mitocondrias de mamífero-(26), y 

que es, además , sensible en cierta medida, mucho maynr que el ADP al 

ATR. Este efecto ser á estudiado por el grupo de trabajo del Instituto de 
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Biología (sobre la deshidrogenasa succínica) posteriormente . 

Dados estos resultados, que son contradictorios con los resul

tados experimentales en mamíferos, pero que tienen un apoyo bibliográ12_ 

co en los reportes de Passam y Hanson (19, 20, 21) en mitocondrias de 

plantas, quisirlos profundizar en el efecto de este compuesto en cuesti6n 

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 la inhibici6n de la ATPasa de dinitrofenol (DNP) por 

el ATR, nos habla de una posible interaeci6n del gluc6sido con el siste

ma de transporte del ATP. 

Estos datos contradictorios de, en primer lugar, una Falta de 

sensibilidad en lar-espiración estimulada por ADP al ATR, y una franca 

inhibici6n en el caso de la A TPasa o transporte de ATP, nos llevaron a 

hacer estudios más profundos del fen6meno del transporte de estos met~ 

bolitas, en base a las propiedades del acarreador, con relaci6n al efecto 

del supuesto inhibidor específico de ellos, el ATR. Me he referido al f~ 

n6meno como contradictorio, pues el acarreador ha sido reportado por 

Klingerberg (25) como el mismo para ambas sustancias. 

Para empezar con esta segunda parte de nuestro trabajo, hiel_ 

mos un estudio comparativo de la fijaci6n de 14c ADP a las membranas 

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



Adiciones 

Mg2+ 2 mM 

Mg2+ 2 mM + ATR 200 uM 

DNP 

DNP + ATR 200 uM 

TABLA II 

µmolas de Pi Liberado /mg Proteína 

0.38 

0.27 

1.33 

0.38 
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laboradores descrito en M. M. 

Como resultado de este primer estudio comparativo, nos encon

tramos con que hay mucha menos fijaci.6n de ADP a la membrana de mit~ 

condri.as de col i.flor que a la de hígado (1 O veces menos), no obstante la 

Km para ambos es la misma (5 pM, fi.g. 9), lo que posiblemente hable de 

un menor número de sitios de fijaci.6n de ADP a las mitocondrias de coli

flor que a las de hígado. Este dato experimental nos motiv6 a explorar 

la acci6n del ATR en la fi.jaci.6n de ADP y ATP a nuestras mitocondrias, 

encontrándonos con que tanto la fi.jaci.6n de ADP (fi.g. 1 O), como la de ATP 

(fig. 11) son sensibles a este compuesto. Como s e ve, no obstante, los 

dos tienen sensibilidad al ATR, las cinéticas de reacci6n entre el ATR, 

con ADP y ATP son distintas, siendo respectivamente competitiva la de 

la primera e incompeti.ti.va la segunda, lo que habla, cuando menos, de 

dos si.ti.os de fijaci.6n diferentes para ambos nucle6ti.dos. 

Aunque los resultados en s e nsibilidad al ATR de la fijaci6n sí 

nos hablan de una diferencia entre las cinéticas del ATP y ADP, no ex

plican la falta de sensi.bili.dad del segundo al ATR en la respi.raci6n. Por 

tanto, investigamos los efectos del ATR en la fijación de ADP y ATP, a 

las concentraciones que se usaron en la respiración (la concentración 

oel ATR es en tocios estos experimentos de 200 uM). En esta par-

te experimental (fi.g. 12 y 13) encontramos, como se puede ver en la fi-
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gura 12, un sitio de fijaci6n no específico 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 además, que se fija aproxima

damente el doble de ADP que de ATP a la membrana. TOdos estos datos 

coinciden con los de respiraci6n y ATPasa, si suponemos que el si.ti.o no 

específico de ADP transporta al mismo. Este sitio ha si.do reportado por 

Pfaff y Kl i.ngenberg (27 ), aunque estos a utores no proponen que se trans

porte adeni.n-nucle6ti.dos a través del mismo. Encontramos también en 

un experimento posterior, que el ATP inhibe la fijación de ADP ·en am

bos si.ti.os de este segundo, efecto que habla de una interacción del ATP 

con los dos sitios (fig. 14 ). 

P a ra explicar estos fenómenos hemos propuesto un mOdelo de 

transporte a través de nuestras mitocondrias de coliflor (fig. 15), en el 

que hay un s itio del acarreador (parte A) de fijación de ADP y ATP, que 

transporta estos compuestos , y un si.ti.o no especificado para el ADP, que 

también lo hace. La parte B nos muestra la inte racci.6n del ATR con los 

s i.ti.os de ATP y ADP, observándose en esta ilustra ción que el ATR i.nte.!:. 

actúa con l os s i.ti.os específicos de los dos adenin-nucleóti.dos, mientras 

que no lo hace por el si.ti.o no especificado para el ADP, lugar por donde 

se transporta a este Último. Por último, en la parte C, se muestran las 

interacciones del ATP con los si.ti.os específicos y no especificados del 

ADP. Esta interacción es de tipo alostéri.ca en el s itio no especificado. 
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Un dato que apoya esta conclusión es el hecho de que la inhib_!_ 

ci6n producida por el ATP se revie rta e n e l sitio no especificado al 

agregar ATR (fig. 16). Este mismo efecto lo podemos ver con mucha 

claridad en la tabl a 3, observándose que al a gregar el ATR y por ende, 

al competir con el ATP por los s itios específicos del acarreador, la in

hibici6n antes producida por este c ompuesto, desaparece completamente. 

Podemos concluir, dados t odos es tos datos experimentales, que el sitio 

no específico de pegada d e ADP pos ibleme nte transporte a este metabo

lito en nuestras mitocondrias de c oliflor, lo que hace a la respiración. 

estimulada por ADP insensible a l ATR. También podemos .pensar que 

este sitio tiene alguna relación con e l acarreo de ADP y ATP, esto es, 

por medio del a carreador, ya que existe una interacción alostérica en

tre el ATP y el sitio antes mencionado. 
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TABLA III 

% de Inhibición de la Pegada de ADP- (14c) . 

ADP ( 14c)Ai'ladido JJM 

50 

100 

200 

+ATP 

65 

38 

50 

+ATP + ATR 

22 

16 
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DISCUSION 

2·~ "'. 

Como ya he dicho en esta tesis, el acarreador del ADP fue uno 

de los primeros acarreadores estudiados y es probablemente de los más 

conocidos, existiendo un buen número de reportes bibliográficos que se 

refieren a él ('1 2 - 18, 23, 27 y 28 ). No Obstante esto, no se ha .llegado 

a una s olución final que explique su comportamiento. Esto se debe qui-

zás , a que no se ha pOdido aislar la prote(na acarreadora. Es dif(cil 

pensar, recorda ndo una de las primeras premisas de la introducción, 

que se puedan generalizar las propiedades del acarreador para cualquier 

mitocondria, independientemente de su origen, ya que no pOdemos menos-

preciar las l eyes de la evolución y hay· que tener en cuenta que las plan-

tas nos llevan mucha ventaja en tiempo a los mam(feros. 

Además, recientemente, Shrago y colaboradores (29) han de-

mostrado que e l ATR no solamente tiene influencia en el acarreador de 

A DP, sino que también interactúa con el de los ácidos tricarboxu icos, 

lo que habla e n contra de la tan nombrada especificidad del ATR por el 

acarreador de los adenin-nucle6tidos. 

Nuestro trabajo muestra primeramente, que hay marcadas dif~ 

r encias entre los s istemas de acarreo d e algunas plantas y los de anima -
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les mamíferos, lo que creo puede s er i m porta nte en el descubrimiento de 

la evoluci6n de los sis temas de transporte , y ll evarnos al mejor entendi

miento del fenóme no. 

Además, pienso que el sistema de a carreo de estos compuestos 

es más complicado que una sola mol é cula acarreadora, pensamiento que 

se encuentra en cierta manera implícito en los Últimos reportes de 

Vignais (18), quién encuentra en sus cromatografías por afinidad, no s6lo 

una molécula, sino un grupo de ellas. 

Conside ro que en este trabajo queda patente la grandiosidad y 

complejidad de los fen6menos naturales y sólo me resta decir que todavía 

queda un lar-go trecho por recorrer, en el terr:-eno 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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