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. INTRODUCCIÓN 



1. Introducción. 

El gossypol (1,1',6,6',7,7'-hexahidroxi-3,3'-dimetil-5,5'-diisopropil-2,2'­

binaftil-8,8'-dialdehfdo)(Fig. 1.1) es un pigmento polifenólico que está presente 

en las glándulas pigmentarias de hojas, tallo, rafz y principalmente en semillas 

de la planta de algodón del género Gossypium. Por lo menos otros catorce 

pigmentos están presentes, pero su concentración es despreciable comparada 

con la del gossypol. Pondey y Thejapa reportan en 1975 un contenido 

promedio del pigmento de 1.32% en la semilla de la especie G. hirsutum, 
mientras que Carter reporta en 1966 que el contenido de gossypol en algunas 

especies llega a ser de un 9% (1 ). 

CHO OH OH CHO 

:~: 
Figura 1.1. Estructura del gossypol. 

El gossypol generalmente se aisla de la semilla del algodón como una 

mezcla de isómeros (+) y (-) por extracción con 2-butanona, precipitando 

posteriormente con ácido acético y recristalizando con una mezcla ácido 

acético-2-butanona, obteniéndose el complejo gossypol-ácido acético con más 

del 98% de pureza (2). 

En la década de los 60's se encontró que el gossypol causaba 

esterilidad reversible en machos de diversas especies, incluyendo al ser 

humano (3). A partir de este descubrimiento se ha estimulado la investigación 

en tomo a este compuesto con la finalidad de entender su sitio y mecanismo 

de acción, su farmacocinética, reacciones adversas y su toxicidad. El 

mecanismo de acción preciso no se conoce aún, sin embargo, evidencias de 

estudios in vivo e in vitro indican que es capaz de inhibir muchas enzimas (4), 

algunas de ellas asociadas a la membrana (Tabla 1.1 ). 
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Tabla 1.1. Inhibición de enzimas y de procesos biológicos por gossypol. 

Enzimas Inhibidas 

a cetoglutarato deshidrogenasa. Aconitasa. 

Succinil deshidrogenasa. Lactato deshidrogenasa x. 
NAO-isocitrato deshidrogenasa. Succinil-CoA sintetasa. 
ATPasa dependiente de Na+, K+, Ca2+. Pepsinógeno. 
Mg2+.ATPasa malato deshidrogenasa. Cinasa dependiente de Ca2+ · 

Piruvato deshidrogenasa. Glutatión-S-lransrerasa. 

Araauinodato 5 v 12-liooxiaenasas. Adenilato ciclasa. 

Procesos Inhibidos 

Espermatogénesis. Slntesis de ADN. 
Síntesis de protefnas. Utilización de glucosa. 

Movilidad y maduración del Biosfntesfs de progesterona. 
espermatozoide. 

Aparte de su importancia como agente anticonceptivo en hombres, se 

ha encontrado que el gossypol tiene un efecto inhibiJorio en Ja proliferación de 

células cancerígenas in vivo e in vitre (7); además, se ha enconlrado que· es un 

potente inhibidor de la aldosa reductasa, enzima que se ha propuesto que 

interviene en el desarrollo de las complicaciones renales y visuales que 

acompañan a la diabetes mellitus, en donde esJa enzima se encuentra 

aumentada (8). 
Por otro lado, estudios realizados con gossypol radiactivo indican que 

mitocondrias aisladas de células testiculares incorporan más compuesto que 

otros organelos. As!, uno de los efectos más importantes del gossypol en 

sistemas biológicos es su habilidad para desacoplar la fosforilación oxidativa 
mitocondrial (5, 6), inhibiendo el metabolismo energético de la célula. 
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1. lnttoducclón. 

· Aunque la semilla del algodón es un subproducto de la planta, su 

procesamiento tiene gran importancia ya que se puede obtener aceite, 
alimento, y borra entre otros. Aparte de las dificultades que se tienen por la 
presencia del gossypol, se ha incrementado el interés por la semilla ya que 
tiene un alto valor nutritivo como complemento proteico. 

No existe la duda de que el gossypol es un compuesto tóxico en 
humanos que en la actualidad se considera como desecho. Sin embargo, las 
grandes cantidades de gossypol potencialmente disponible (se estima que por 
25 millones de toneladas de semilla se obtienen 78000 toneladas del 
compuesto) y la gran variedad de derivados que se pueden preparar, ha 
llevado a crear interés en su utilización. As[ se han propuesto los siguientes 
usos: 

Como colorante al diazonizarse con aminas aromáticas. 
En lubricantes. 
Como antioxidante. 
Como estabilizador de compuestos vinilicos para prevenir su 
polimerización. 
Para análisis cualitativo y cuantitativo de algunos metales 
(molibdeno, uranio,niobio, vanadio y titanio). 
En la industria farmacéutica. 
Como insecticida. 
Inhibiendo el crecimiento de algunos microorganismos. 

Sin embargo, no existe ningún estudio acerca del efecto que el gossypol 
puede tener sobre las plantas, y de su posible utilización como herbicida 
natural. En este trabajo se caracterizarán algunas propiedades del gossypol 
sobre uno de los procesos fundamentales en la planta, la fotosintesis. 
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OBJETIVOS 



Este trabajo tiene como finalidad identificar el efecto del gossypol sobre 
la fase luminosa de la fotoslntesis a través del manejo de diversas técnicas 
experimentales para: 

~ Contribuir a la comprensión de los procesos de transducción de 
energía en membranas fotosintéticas y postular una posible relación con la 
actividad del compuesto y su acción sobre otras membranas transductoras de 
energía. 

~ Ampliar el estudio sistemático de los compuestos que afectan a la 
fotosíntesis y que pueden presentar actividad como herbicidas. 

~ Contribuir al estudio de la acción del gossypol sobre varios sistemas 
metabólicos, y de esta forma aportar información para la comprensión de sus 
mecanismos de acción y de sus posibles aplicaciones sobre sistemas 
biológicos. 
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ANTECEDENTES 



3. Antecedentes. 

A. FOTOSINTESIS Y EL CLOROPLASTO. 

La fotosintesls es el proceso mediante el cual algunos organismos 

utilizan la energía de la radiación electromagnética del sol para sintetizar 

material orgánico a partir de C02 y agua. Sus principales productos son 

glucosa, almidón y celulosa, además de producir 02 por descomposición del 

agua. La fotosíntesis puede dividirse en dos procesos conocidos como fase 

luminosa y fase obscura (o procesos secundarios}. En la primera se producen 

02, NADPH, y ATP. Los dos últimos compuestos son utilizados en ta fase 

obscura para reducir et C02 ambiental y transformarlo principalmente en 

carbohidratos. 

La maquinaria enzimática del proceso de fotosíntesis se localiza en 

unos organelos conocidos como c/orop/astos (Fig. 3.1 }. En las plantas 

superiores, estos organetos son cuerpos elipsoidales verdes con un diámetro 

de 4 a 1 O µm y de 2 a 3 µm de ancho. Cada uno se delimita del citoplasma por 

una envoltura de dos membranas que contienen a la matriz hidrofílica o 

estroma, el cual posee DNA, ribosomas, plastoglóbulos, aminoácidos, 

nucleótidos, ácidos orgánicos, carbohidratos, iones y por lo menos 200 tipos 

de proteínas. 

Dentro del estroma hay una serie de sacos llamados ti/acoldes, los 

cuales se acumulan en pilas llamadas grana que están interconectadas con 

membranas llamadas interlamelas(9}. Las células de plantas superiores 

generalmente tienen entre 50 y 200 cloroplastos cada una. 

La membrana tilacoidal contiene lípidos y proteinas en proporción 

aproximada de uno a uno. Esta contiene principalmente glucolípidos y 

lipoproteinas formando generalmente complejos con la clorofila (Tabla 3.1 }. La 

fase luminosa de la fotosíntesis se lleva a cabo en las membranas tilacoidales, 

mientras que las enzimas que fijan el co2 y lo reducen, se localizan en el 

estroma. 
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Doble membrana 
externa 

3. Antecedentes. 

Figura 3.1. Representación de la estructura de un doroplasto. 

Tabla 3.1. Principales componentes lipidicos de la membrana tilacoidal (10). 

Llpidos. %en ceso. moles/ 100 moles de clorofila. 

Clorofila 20-22 100 

Carotenoides 3 22 

Galactollpidos 40-50 200-300 

Sulfoqulnovosíl diglicérido .,5 20-25 

Fosfatidil glicerol .,5 20-30 

Plastoquinonas .,3 20 

No identificados .. 12 
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3, Antecedentes. 

B. REACCIONES LUMINOSAS DE LA FOTOS(NTESIS. 

l. GENERALIDADES. 

Primero, la luz es absorbida por pigmentos antena (clorofilas y 

carolenos) y transferida a centros de reacción foloqulmicos. A continuación se 
lleva a cabo un transporte de eleclrones desde agua hasta NADP+ a través de 
una serie de componentes multienzimálicos. Acoplada a estos eventos, está la 
formación de un gradiente de protones a través de la membrana tilacoidal, el 
cual es utilizado para la fotofosfortlacion del ADP con ortofosfato catalizada 
por la H+-ATPasa. 

El poder reductor del NADPH producido se utiliza directamente para 
los procesos secundarios, mientras que la diferencia de potencial 
electroqulmico de protones se convierte en ATP que ahora será utilizado en la 
fijación de co2. De esta manera, la intervención de los pigmentos antena, el 
transporte de electrones y el potencial electroqulmico generado, están 
acoplados entre si. 

Cada cadena transportadora de electrones se considera como una 
unidad fotoquímica o fotos/slema y se compone de proteínas, acarreadores 
de electrones, pigmentos antena y un centro de reacción. En las plantas 
superiores se conocen dos fotosistemas: el fotosistema 1 (FSI) y el fotosistema 
11 (FSll). 

11. CAPTACIÓN DE LUZ. 

En las plantas superiores la luz es absorbida por unos pigmentos 
especlficos entre los cuales se encuentra la clorofila a y la clorofila b (Fig.3.2). 
Los otros pigmentos de importancia que existen son los carotenoides. 
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3. Antecedentes. 

Figura 3.2. Estructura de la clorofila donde Y = CH3 y CHO para la clorofila a y b 

respectivamente. 

Las clorofilas y carotenoides conocidos como pigmentos antena tienen 

la función de absorber luz y canalizar su energla a los centros de reacción. 

Estos centros contienen moléculas de clorofila formando generalmente 

dlmeros. Ahora bien, cuando una molécula de clorofila absorbe un cuanto de 

luz, esta eleva su energía y desplaza uno de sus electrones a un nivel 

energético mayor. La molécula puede disipar esa energla por diferentes 

mecanismos ( 11 ), siendo los más importantes: 

1) La transferencia de su energía a otra molécula de clorofila cuando 

su electrón excitado cae al estado basal; entonces esta energla se utiliza para 

elevar al estado excitado a un electrón de una molécula vecina. El mecanismo 

preciso es muy complejo y en parte depende de la distancia entre las 

moléculas; asl, la eficiencia de transferencia es casi del 100% cuando las 

clorofilas están a 2.5 nm, y decrece en un 50% a 7.5 nm. Los pigmentos 

cosechadores de luz disipan su energía de esla forma. Los fotones absorbidos 

pasan de una molécula a otra hasta que alcanzan a los pigmentos de los 

centros de reacción. 
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3. Anlecedenles. 

2) Una molécula de clorofila excitada puede regresar a su estado basal 

realizando trabajo en una reacción química que generalmente involucra Ja 
pérdida de un electrón de la molécula de pigmento. La clorofila de los centros 

de reacción disipa su energía de esta forma. Se conocen dos centros de 

reacción en las plantas superiores, Pseo y P700 para el .FSll y el FSI 
respectivamente. La pérdida de un electrón en la clorofila deja una carga neta 

positiva que se cubre con un electrón proveniente de alguna molécula 
donadora. En el FSll los electrones provienen de la oxidación del agua, 

mientras que en el FSI la donadora de electrones es la plastocianina (Fig. 3.3). 

H,0~~-24~SI • NADP+2H+ 

,) -~ P700 
11202 + 2H' ~ ~ NADPH+ H' 

hv hv 

Figura 3.3. Se presenta Ja manera en que esJán conectados los dos fotosistemas y 

Jos centros de reac<:ión en Ja cadena redox. 

lll TRANSPORTE DE ELECTRONES. 

La transferencia de electrones de agua a NADP involucra un gran 

número de componentes multienzimáticos. La secuencia en que estos operan 
se representa en el esquema Z de la figura 3.4 (11 ). 

Cuando el centro de reacción deí FSll interacciona con la luz, se 

genera un estado Psso + que debe regresar a Peso para continuar con las 

fotorreacciones. La reducción de P680 + se lleva a cabo cuando el agua cede 
electrones mediante la siguiente reacción: 
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3. Antecedentes. 

El complejo de fotólisis del agua contiene in vivo por lo menos 20 

polipéptidos (12). El sitio de oxidación del agua está formado por cuatro iones 

Mn con números de oxidación que varían entre 2+ y 4+ durante el proceso de 

descomposición del agua, 2 a 3 iones Ca2+ y varios cloruros. 

-LO í 
-0.~ 1 

-0.6 

~ -0.2 

~ 

J +0.2 

o 

+0.4 

+0.6 

+o.8 

+1.0 

Phcoph~un 

• 
1 ' 

1 

2e-

A, . \ 
1 P.i)n 

\ 
1.~BJ 

' Fú 
...... Fú·OR ,- :-:ADP' 

:e~ ... ~~~PH +H. 

Figura 3.4. Esquema Z del transporte de electrones en la fotosíntesis. La feofitina es 

un derivado de la clorofila a que carece del magnesio central; QA; 0 8 y la 

plastoqulnona (PQ) son quinonas. De PQ los electrones se transfieren a un complejo 

que contiene citocromo f, citocromo b583 y una protelna Fe-S; La p!astocianina (PC), 

es una proteína que tiene cobre en su sitio activo. A 1 es una clorofila que se une 

débilmente a P700, mientras que las proteinas P 430, A y B ([AB)) y la ferredoxlna (Fd) 

tienen Fe-S en su sitio activo. Esta última reduce al NADP+ del estroma en una 

reacción catalizada por la fermdoxina:NADp+ oxklorreductasa. 
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3. Anlecedenles. 

IV. GENERACIÓN DEL POTENCIAL ELECTROQUIMICO Y SINTESIS DE 

ATP. 

1. HIPÓTESIS QUE EXPLICAN LA SINTESIS DE ATP. 

Existen varios modelos que explican la forma en que el transporte de 

electrones se acopla a la síntesis de ATP en mitocondrias, cloroplastos y 

bacterias. Los más importantes se enlistan a continuación: 

Hipótesis de fosforilac/ón de E. C. Slaler. (13) 

Se propone la formación de un intermediario de alta energía. La 
ruptura de su enlace se acopla a la formación de ATP medianle el siguiente 
mecanismo: 

Afii+B+C ~ A.,..,.C+BH2 

A.,.,.C +ADP+H3P04~ A+C+ATP 

Donde AH2 y B son miembros adyacentes de la cadena respiratoria y C es un 

componente requerido para su interacción. Sin embargo, al paso de los años 
no se pudo identificar al intermediario de alta energia y esta hipótesis fué 

reemplazada por otros modelos. 

Hipótesis qulmlosmótlca de Milche/I. (14) 

Este modelo se basa en los siguientes puntos: 

=> La cadena de transporte de electrones tiene una distribución 
asimétrica en la membrana de tal forma que se acopla a una translocación de 

protones (bomba primaria de protones), dando lugar a un gradiente 

electroqufmico de protones que contiene dos parias: un potencial de 
membrana (A'P) y un 6pH, y que se define de acuerdo a la siguiente ecuación: 
(15) 
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3. Antecedentes. 

Esta fuerza protón motriz es usada por la enzima H+-ATPasa para 
sintetizar ATP, y al hacerlo trasloca protones en sentido opuesto (bomba 
secundaria de protones) a la cadena redox. La H+·ATPasa se encuentra 
localizada asimetricamente en la membrana y en sentido contrario al flujo de 
protones de la cadena redox. 

ATP ( 
H+-+---1----+­

ADP +Pi 

Figura 3.5. Circuito de protones en membranas transductoras de energla. 

~ Para el acoplamiento quimiosmótico se requiere que la membrana 
sea impenmeable a los H+. 

~ Las membranas transductoras de energía tienen translocadores de 
substratos y de iones que se acoplan al transporte de protones. 

~ El acoplamiento de la fosforilación al transporte de electrones causa 
un estres mecánico y eléctrico considerable a través de la membrana, de tal 
fonma que el acoplamiento se afecta y varía. Es de esperarse hinchamiento o 
encogimiento de la membrana acompañando a la actividad del sistema. 

Esta hipótesis contiene postulados adicionales que tienen relación con 
la estequiometría y mecanismos precisos de síntesis de ATP. Sin embargo los 
puntos anteriores son los fundamentales. De hecho, esta hipótesis es en la 
actualidad aceptada en general como el mejor modelo para explicar la 
transducción de energía en las biomembranas, y ha llegado a ser el dogma 
central de la bioenergética, aunque aún es motivo de debate la estequiometría 
del transporte de protones y la reacción catalítica de la bomba secundaria, así 
como el mecanismo preciso de fosforilación del ADP. 
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3. Anlecedentes. 

Modelo del cambio conformaclonal de Boyer. (18) 

Este modelo presenta otra allernativa a través de la cual el l'.µH+ 

puede utilizarse en la síntesis de ATP: Al formarse un I'.'!' y un l'.pH, se 
favorece el movimiento de grupos cargados de la membrana de un lado a otro 
de la misma; estos grupos podrían ser carboxilos en una protelna. 

Ahora bien, si el movimiento de estos grupos se asocia a cambios 
conformacionales en la ATPasa, la afinidad del AOP, Pi y ATP por el sitio 

catalítico se modifica dando como resullado la sinlesis de ATP. 

Hipótesis de Westerhoff et al. del acoplamiento de mosaico protónico 

localizado. (17) 

En la hipótesis quimiosmótica las fases acuosas donde los protones se 

translocan son homogéneas y por lo tanto existe una difusión libre de estos 
protones en toda el medía acuoso. Este modelo se basa en los postulados 

básicos de la hipótesis quimiosmótica, pero en esta propuesta los protones no 

se difunden libremente desde su sitio de translocación hacia el resto de la fase 

acuosa en el organelo, sino que permanecen en una región cercana a la 

bomba primaría de H+y a la ATPasa, y como consecuancia, cada sitio de 

acoplamiento en la membrana actúa independientemmente. 

2. GENERACIÓN DEL GRADIENTE DE PROTONES. 

Los componentes de la cadena transportadora de electrones se 

encuentran distribuidos de manera heterogénea en el espesor de la membrana 

tilacoidal de acuerdo a la figura 3.6. Como resultado de esta distribución, el 

movimiento de electrones ocasiona un fiujo de protones hacia el interior del 

tilacoide generando un <\µH+· 
La oxidación de dos moléculas de agua libera cuatro protones dentro 

del tilacoide. Cu3ndo dos electrones llegan a PQ, esta loma dos protones del 

estroma y se reduce a plastoquinol (POH2). Posteriormente los libera en el 

espacio intratilacoidal cuando se oxida nuevamente a PQ (11 ). 
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3. Antecedentes. 

3. ATP SINTETASA. 

Es el complejo multienzimático que se encarga de sintetizar ATP a 

partir de ADP y .Pi como resultado del acoplamiento con el transporte de 
electrones. Esta enzima se localiza en la membrana tilacoidal y está formada 

de dos partes: 

::.Una porción hidrofóbica conocida como CFo que se encuentra 
embebida en la membrana y que al parecer funciona como canal especifico de 
salida de protones durante la actividad de la ATPasa. Se han identificado 3 

subunidades conocidas como 1, 11, y 111.(16). 

::.Una porción hidrofílica conocida como CF1 que se localiza en la 

superficie estroma! de la membrana. Esta parte se compone de 5 subunidades 
diferentes con estequiometría a3p3yoe (19). CF1 es la enzima que cataliza la 

síntesis de ATP en respuesta al t.pH generado al iluminar a los cloroplastos. 

La enzima sufre entonces un cambio conformacional respecto a las 

subunidades y y e que al parecer participan en su activación (20). El sitio activo 

se localiza en la subunidad Jl o entre a y Jl. (21) 

Estroma 

Membrana 
tilecoldal 

H,O 

Interior 

CFo 

~0,+2W 

Figura 3.6. Distribución de los intermediarios de la cadena de transporte de 

electrones en la membrana tilacoidal. 
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3. Antecedentes. 

C. COMPUESTOS QUE AFECTAN A LA FOTOSINTESIS. 

Existen compuestos que pueden afectar las reacciones luminosas de 

la fotoslntesis de diferentes maneras. Estos compuestos se clasifican de la 
siguiente forma: (22) 

l. INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES. 

Estos compuestos inhiben el transporte de electrones en presencia y 
ausencia de ADP y Pi o en presencia de NH4CI como desacoplante, asi como 
la sintesis de ATP al afectar a uno o más intermediarios de la cadena 

fotosintética. En la tabla 3.2 se presenta una lista de los inhibidores más 

estudiados. 

Tabla 3.2. lnhibidores de la fotoslntesis. 

lnhlbldor Sitio de acción Referencia 

Hidroxilamina Fotólisis del agua 23,24 

Tris 

DCMU Enlre Q,. yQ¡¡ 25 

DBMIB PQ 22 

EDAC Enlre PQ v Cit f 26 

KCN PC 27 

DSPD Complejo ferredoxina 26 

11. INHIBIDORES DE LA TRANSFERENCIA DE ENERG[A. 

Son compuestos que afectan directamente a la enzima que se encarga 

de llevar a cabo la fotofosforilación al interferir con la actividad catalítica de 

CF1 o CFa. Esta inhibición no tiene efecto sobre la velocidad de transporte de 

electrones en ausencia de ADP y fosfato y con desacoplantes, asi como la 

magnitud del gradiente de protones. Algunos ejemplos son NEM (28), DCCD 
(29) y Dio-9 (30). 
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3. Antecedentes. 

111. OESACOPLANTES. 

Son compuestos que eliminan el acoplamiento que existe entre el 

transporte de electrones y la fosforilación; no inhiben el transporte de 

electrones pero la síntesis de ATP es sensible a estos compuestos ya que 

disipan el gradienle electroqulmico de protones. De acuerdo a la hipótesis 

quimiosmótica, los desacoplanles son ácidos débiles y lipofílicos que colapsan 

el potencial electroquímico de protones al transferirlos de un lado al otro de la 

membrana transduclora de energía. Los compuestos que desacoplan de esta 

forma se conocen como p1-otonóforos. Aunque los desacoplantes se han 

utilizado ampliamente, su mecanismo de acción detallado no se conoce con 

precisión. El modelo más simple es el que muestra la figura 3.7 (31) y se basa 

en el esquema original de Mitchell. 

Menbana 

Figura 3.7. Mecanismo protonóforo para desacoplantes que son ácidos débiles: La 

forma aniónlca del desacoplanle se adsort>e en la interfase membrana! y se protona 

para formar la especie neutra. Esta auza la membrana y libera el protón en la fase 

acuosa para formar la especie b<isica la cual se mueve hacia fa interfase membrana! 

positiva. De esta forma se cierra el cin:ulto protonóforo dando como resultado la 

disipación del /lpH. 
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3. Anteoedenles. 

los desacoplantes estimulan el transporte de electrones en ausencia y 
presencia de ADP y Pi, abaten el ApH, el A'P y la síntesis de ATP, estimulan la 
hidrólisis de ATP y eliminan el efecto de los inhibidores de la transferencia de 
energía (32). 

Sin embargo, existen compuestos que no tienen un grupo ácido y que 
también inducen desaCQplamiento, aunque son menos potentes que los 
protónóforos y requieren concentraciones mayores. Tal es el caso de algunos 
compuestos catiónicos e hidrofóbicos como los colorantes tri-S-C4 y tri-S-C7 y 
ef complejo (o-fenantrolina)2-Cu2+ que requieren Pi para desacoplar la 
fosforilación oxidativa, y que modifican una proteina de 29 KDa presente en la 
H+-ATPasa de mitocondrias de hígado de rata (33). 

Hay compuestos que inducen desacoplamiento que prácticamente no 

afecta al AµH+ medido en mitocondrias y cloroplastos. Tal es el caso de 
algunos ácidos grasos y detergentes no iónicos (34) , que probablemente 
disipan sólo a los protones que están ocluidos en las regiones de la membrana 
cercanas a la ATPasa o bomba secundaria. 

IV. ACEPTORES DE ELECTRONES. 

Son compuestos que compiten con algunos intermediarios de la 
cadena de transpcrte de electrones para reducirse. Algunos de estos son 
empleados para estudiar reacciones parciales de la fotosíntesis; tal es el caso 
del ferricianuro de pctasio y el PMS (35). 

Algunos compuestos como el Diquat o el metilvíológeno interfieren con 
el aceptar del PSI y presentan actividad herbicida dando como resultado la 
desviación del transporte de electrones de su camino natural (36). 

20 



MATERIALES 
y 

MÉTODOS 



4. Materl1les y métodos. 

MATERIAL BIOLÓOICO. 

Se trabajó con hojas de plantas de chícharo (Pisum sativum) de la 
variedad Perfection. Se utilizaron lotes con tres a cuatro semanas de 
crecimiento con un fotoperlodo de 1 O horas. 

AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS. 

El proceso de aislamiento de cloroplastos debe llevarse a cabo en frío 
y en la obscuridad. Los cloroplastos aislados de esta forma se emplearon en 
todos los experimentos realizados excepto en la prueba de la actividad de la 
Mg2+.ATPasa. Los cloroplastos clase 1 (cloroplastos con la doble membrana 
externa integra) se aislaron a partir de 30 g de hojas de chícharo; estos se 
lavaron con agua destilada y se homogeneizaron por 5 segundos en un vaso 
de licuadora con 150 mi de un medio que contiene sacarosa 400 mM, MgCl2 
5mM, KCI 20 mM y tricina 30 mM a pH 8. Este homogenado se filtró con 20 
capas de gasa previamente humedecida con el medio de aislamiento. Et 
filtrado se centrifugó a 4000 rpm por 5 minutos a 4ºC en una centrifuga 
Beckman modelo J2-21 en un rotor de ángulo fijo JA-20. El sobrenadante se 
eliminó y los cloropastos se resuspendieron en uno o dos mi de medio de 
aislamiento. Antes de comenzar los experimentos los cloroplastos se dejaron 
reposar en la obscuridad durante una hora. 

DETERMINACIÓN DE CLOROFILA. 

La clorofila se cuantificó de acuerdo al método de Amon (37). Se tomó 
una alícuota de 50 µI de cloroplastos y se aforó a 5 mi con acetona al 60%. 
Esta solución se mantuvo en la obscuridad por 5 minutos para permitir la 
extracción y solubilización de la clorofila. 

A continuación se centrifugó a 2000 rpm por 5 minutos en una 
centrífuga ctlnica con et fin de sedimentar proteínas y otros residuos de los 
cloroplastos. Al sobrenadante se le tomaron lecturas de absorbancia a 663 nm 
y 645 nm en un espectrofotómetro Beckman modelo DU 7000. 
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4. Materiales y métodos. 

El contenido de clorofila total en las mueslras se determina de acuerdo 
a la siguiente fórmula: 

[Chl] = 8.0SJ1ee3 + 20.29A¡¡.j5 [Chl] = µg Chl/ml 

EVALUACIÓN DE LA VELOCIDAD DE TRANSPORTE DE ELECTRONES. 

El transporte de electrones (T.e.) se mide indirectamente al monitorear 
el oxigeno que se libera de la fotólisis del agua, ya que con la ecuación 

2H20 --> 02 + 4H+ + 4e-

se pueden correlacionar ambos eventos. La evolución de oxigeno se 

determinó con un oximetro YSI modelo 5300 y con un electrodo de Clark. El 

oximetro se conectó a un registrador gráfico Beckman. 

Se emplearon 3 mi de un medio de reacción que contiene sacarosa 

100 mM, MgCl2 5 mM, KCI 10 mM, tricina 15 mM (pH B) y el volúmen de 
cloroplastos equivalente a 60 µg de clorofila. Es importante observar que el 

medio tiene una osmolaridad más baja que la del medio de aislamiento. Esto 
provoca que la membrana externa de los cloroplastos se rompa (cloroplastos 

clase 11), dejando en solución a la ferredoxina (38) en el momento del ensayo. 

Por esto es necesario adicionar al medio un aceptar de electrones artificial; se 
empleó metil viológeno 50 µM, el cual acepta electrones a nivel de los centros 

Fe-S del FSI (36). 
Los cloroplastos a 25'C y bajo agitación se iluminaron con una 

lámpara de proyector de 250 Watts. El haz luminoso se hizo pasar a través de 

una botella plana con CuS04·5H20 al 2% (lente de lzawa) que sirve como 

filtro luminoso y de calor. La velocidad del flujo de electrones se cuantificó al 

adicionar al medio sin MV 10 µI de una solución de K3[Fe(CN)e] 40 mM como 

aceptar final de electrones y al iluminar a los cloroplastos por un minuto. 
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4. Materiales y métodos. 

En este experimento se manejaron tres condiciones experimentales: 

T. e. Basal: Medio de ensayo descrito anteriormente. 
T. e. Fosforilante: Medio basal + ADP 1 mM + Pi 3mM 
T. e. Desacoplado: Medio basal+ NH4CI SmM como desacoplante. 

CAPTACIÓN DE PROTONES. 

El transporte de iones, particularmente de protones, está asociado a la 
transferencia de electrones y a la transducción de energía en el cloroplasto, 
asl que para medir el transporte de protones en la membrana tilacoidal se 
empleó la técnica reportada por Dilley (39). Se registraron los cambios de pH 
en la solución con cloroplastos con un potenciómetro Coming Modelo 12 de 
escala expandida al cual se conectó un registrador gráfico y un electrodo 
combinado marca Orion. 

Con agitación constante se iluminaron 3 mi de medio que contiene 
sacarosa 100 mM, MgCl2 5mM, KCI 100 mM, Tricina 1 mM (pH B), MV 50 µM y 
el equivalente a 60 µg de clorofila con una lámpara de proyector de 250 watts 
a través de una lente de lzawa. El cambio de pH se cuantificó al adicionar al 
medio de reacción 20 µI de solución estándar de KOH 0.01 M en presencia de 

cloroplastos sin iluminar. 

SÍNTESIS DE ATP. 

Además de medir la captación de protones de los tilacoides, la técnica 
anterior puede servir para medir la velocidad de fotofosforilación en los 
cloroplastos, ya que se sabe que a pH 8 se consume irreversiblemente un 
protón por cada molécula de ATP sintetizada mediante la siguiente reacción: 

(40, 41) 

El medio de reacción tiene la misma composición que el empleado 
para medir la captación de protones, pero además tiene ADP 1mM y K2HP04 
3mM. La técnica experimental es igual a la citada anteriormente. 
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4. Materiales v mélodos. 

ACTIVIDAD DE LÁ Mg2+ .ATPasa 

CF1 tiene una actividad de ATPasa latente, por ello es necesario 
activar a la enzima para que hidrolize ATP. Esta activación puede llevarse a 
cabo modificando a la subunidad y, Ja cual tiene un puente disulfuro que está 

relacionado con dicha aclivación tanto para la síntesis como para la hidrólisis 

de ATP. Al iluminar los cloroplastos se genera un ópH que causa un cambio 

conformacional en Ja enzima y de esta manera se expone el puente disulfuro 
de y a agentes reductores. En el interior del cloroplasto el reductor es un grupo 
ditiol que se encuentra en Ja tiorredoxina, una proteína que sirve como 

donadora de electrones en varias reacciones. Esta proteína es reducida al 

iluminar los cloroplastos a través del sistema ferredoxina-tiorredoxina 

reductasa. Aparentemente la tiorredoxina se aproxima lo suficiente para formar 

un complejo intermolecular con CF1 durante Ja activación reductiva del puente 

disulfuro en y, aunque aún es desconocida Ja manera en que esta se compleja 

con CF 1 en Ja membrana. La subunidad e aparentemente presenta 
impedimento esférico para que Ja tiorredoxina se acerque a y, siendo el 
inhibidor natural de Ja ATPasa (42). 

El método que se empleó para cuantificar la actividad de la Mg2+ -

ATPasa es el reportado por Milis et al. (43). 

Aislamiento de cloroplastos. 

Se homogeneizaron plantas de chícharo en un medio con sorbitol 350 

mM, ácido ascórbico 5 mM y MES 20 mM (pH 6.5). 
El homogenado se centrifugó a 4850 rpm durante 60 segundos y la 

pastilla conteniendo a los cloroplastos se lavó con medio de resuspensión que 

contiene sorbitol 350 mM, EDTA 2 mM, MgClz 1mM, MnCl2 1 mM y HEPES 50 

mM (pH 7.6). Los cloroplastos se resuspendieron en la mínima cantidad de 

medio y se determinó Ja clorofila. 
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· 4. Materiales y m61odos. 

Actlwclón deCFo-CF1. 
El medio que se empleó tiene la siguiente composición: 

1. 250 µI de sorbitol 1.2 M y tricina 100 mM (pH 8). 

2 .. 650 µI de MgCl2 5 mM y tricina 15 mM (pH 8). 

3 •. 100 µI de cloroplastos con 0.3 rng de clorofila aproximadamente. 

Este medio se iluminó dos minutos con una lámpara de proyector de 

250 watts a través de una lente de lzawa. 

Medición de la hidrólisis de ATP. 
Inmediatamente después de iluminar dos minutos se tomó una allcuo!a 

de 100 µI de la suspensión de cloroplastos activados y se adicionaron a 0.9 mi 

de un medio que contiene MgCl2 2 mM, NH4CI 1.1 mM, ATP 2.2 mM, KCI 50 

mM y tricina 15 mM (pH 8). Se agitaron por un minuto en obscuridad y se paró 

la actividad de ATPasa con 500 µI de TCA al 10%. El medio de reacción se 

centrifugó por 5 minutos a 2000 rpm en centrífuga clínica para eliminar el 

precipitado y determinar el fosfato liberado en el sobrenadante. 

Cuantfflcaclón de fosfato. 

Se hizo mediante el método colorimétrico de Sumner (44): A 1.4 mi del 

sobrenadante se agregaron 250 µI de Molibdato de amonio al 6.6% y 400 µI de 

agua destilada. A continuación se agregaron 250 µI de ácido sulfúrico 7.5 N y 
se agitó la mezcla suavemente para formar el ácido fosfomolíbdico. Este se 

redujo con 200 µI de una solución acidulada de sulfato ferroso al 9.8% para 

desarrollar un color azul. La mezcla se dejó reposar 20 minutos y la 
absorbancia se midió a 660 nm. Se hizo una curva de calibración con KH2P04 

seco. 
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4. Materiales y mélodos. 

SOLUCIÓN DE GOSSYPOL. 

Se trabajó con gossypol-ácido acético obtenido de /C/ Biochemicals. 
Debido a su baja solubilidad en agua fué necesario preparar una solución del 
compuesto en una mezcla de DMF y propilénglicol en proporción uno a uno. 
Es importante manlener esta solución a 4ºC y en la obscuridad para evitar una 
descomposición prematura del compuesto. El volúmen de solución que se 
empleó en los experimentos fué menor al que presentaba efecto sobre las 
diversas actividades fotoquimicas. 

EXTRACCIÓN DE GOSSYPOL CON OCTANOL. 

Se prepararon soluciones acuosas de gossypol en un medio que 

contiene sacarosa 100 mM, KCI 1 O mM, MgCl2 5 mM y tricina o MES 30 mM de 
acuerdo al pH de trabajo. El gossypol se extrajo con un volúmen igual de 
octanol, agitando vigorosamente durante un minuto en una campana de 
extracción. Las dos fases se separaron por centrifugación a 2000 rpm en 

centrífuga clínica durante 5 minutos y se obtuvieron espectros UV-visible del 
gossypol en la fase orgánica. 

DETERMINACIÓN DEL pKa DEL GOSSYPOL. 

Se prepararon soluciones de gossypol en un medio que contiene 
HEPES, MES, TES o tricina 30 mM de acuerdo al pH de trabajo, y se ajustó la 

fuerza iónica con KCI 50 mM. Se hicieron barridos UV-visible de las soluciones 
de gossypol a diferentes valores de pH. Los datos se alimentaron a dos 
programas de computación conocidos como TRIANG y SQUAD (45). 

El primer programa estima la cantidad de especies que absorben 
radiación en el sistema a partir de los datos de absorbancia en función de la 
longitud de onda y del error en las lecturas de transmitancia (1ff). 

Al alimentar al programa SQUAD los datos espectrofotométricos, el pH 
de cada solución, la concentración de las mismas y la cantidad de especies 
que absorben, este puede estimar el (los) pKa de la especie, asi como los 

coeficientes de absortividad molar de las especies que absorben. 
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5. Discusión de resultados. 

l. TRANSPORTE DE ELECTRONES. 

En la figura 5.1 se muestran los trazos obtenidos al medir la velocidad 

del transport" de electrones de agua a MV cuando los cloroplastos son 

iluminados durante un minuto. Se encontró que en la actividad basal una 

concentración 20 µM de gossypol induce un incremento en la velocidad del 

transporte del 102.4%. 

Si se considera que la transferencia de electrones y la fosforilación 

están "acopladas", es de esperarse que no haya síntesis de ATP si no hay 

transporte de electrones en cloroplastos. De igual manera, no deberla haber 

transporte de electrones si no hay ADP y Pi en el medio de reaccion para 

permitir la fosforiiación simultánea. Sin embargo, los cloroplatos aislados 

siempre presentan algo de actividad residual (!.e.basal) debido probablemente 

a imperfecciones en el sistema membrana! causadas por el proceso de 

aislamiento. El grado de acoplamiento depende de las condiciones para medir 

el transporte de electrones y del estado de los cloroplastos aislados (26). Es 

por esto que se observó una actividad basal que es sensible al gossypol. 

Cuando se tiene ADP y Pi en el medio la velocidad de transporte de 

electrones as estimulada un 103.3% por gossypol 20 µM. Esta estimulación es 

similar a la inducida por el compuesto en el transporte de electrones basal. 

El flujo de electrones por PO es el paso limitante del transporte de 

electrones de acuerdo a la reacción (10): 

l&· 2 Citblf (Fe'') 

OH 

PCH, 

~ ó. 'ª~'"" . '""' 
o 

PQ 
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5. Discusión de resultados. 

Esta reacción es sensible al pH, ya que la concentración de protones en 
el interior del lilacoide influye en la posición del equilibrio de la reacción. Asl, 
los compuestos químicos que hacen a la membrana permeable a protones o 
que actúan como transportadores de H+ (desacoplantes) permitiendo la 
disipación del ApH, inducen un incremento de la velocidad de oxidación de PQ 
(10), que puede alcanzar su máxima velocidad. Por lo tanto, los datos 
encontrados en este trabajo sobre la eslimulación del gossypol en el transporte 
de electrones basal y fosforilante sugieren que este compuesto puede estar 
actuando como desacoplante. 

Cuando el sistema de flujo de electrones está previamente desacoplado 

con NH4CI 5 mM se observa que el gossypol 20 µM induce inhibición en un 
53. 7%. Este efecto es más pronunciado de lo que se esperaría para el 
gossypol o cualquier desacoplante clásico. Este hecho se discutirá más 
adelante. 

Chl hv 
A 

Chl+ADP+PI 

B -hv 

Goss 
¡ 

Chl+NH,CI 5rrM hv 
¡ e 

I 0.5µeq º· 
---1nln. 

Figura 5.1. Transporte de electrones basal (A), fosforilante (8) y desacoplado (C) de 

H20 a MV en presencia de gossypol 20 µM a pH 8. 
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5. Discusión de resuHados. 

Se estudió el comportamiento del gossypol en presencia de algunos 
inhibidores de la transferencia de energía. En la figura 5.2 se muestran los 
trazos obtenidos al medir la velocidad de transporte de electrones de agua a 
MV en presencia de DCCD. 

Chl+ADP•PI hv 
~ ¡ 

,__. 
1min. 

Figura 5.2. Transporte de electrones de H20 a MV en presencia de OCCD 67 µM y 
de gossypol 15 µM a pH By 25 •c. 
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5. D'5Cuslón de resultados. 

En presencia de un inhibidor de la transferenoa de energia, la 

estimulación del transporte de electrones y del flujo de protones asociado a la 

fotofosforilación disminuirá debido a la inhibición de CFo o CF1. El DCCD 

bloquea grupos carboxilos de un proteolípido de CFo que ti0f1e capacidad para 

traslocar protones a través de la membrana. Este compuesto bloqueará el 

paso de los mismos y la utilización del ~pH para sintetizar ATP (29). Es por 

esto que el DCCD inhibe el transporte de electrones :.asal en un 60% 

aproximadamente, auque no afecta al transporte de electrones desacoplado. 

Esta inhibición se pierde al adicionar gossypol 15 µM, y se obtiene no sólo la 

recuperación de la actividad del control, sino una estimulación adicional del 

103% como la esperada de acuerdo a los resultados de la figura 5.1. Se 

encontró que en condiciones fosforilantes este compuesto inhibe el transporte 

de electrones en un 40% aproximadamente, y que el efecto se revierte cuando 

se adiciona gossypol al medio, con una estimulación adicional del 127% 

respecto al control. Por otro lado, se observó que en presencia de gossypol, el 

transporte de electrones basal y fosforilante no es afectado por DCCD. 

Adicionalmente a estos experimentos se empleó ftorizina como inhibidor 

de la transferencia de energia que actúa a nivel de CF1, y que aparentemente 

inhibe la fotofosforilación al interferir con la utilización de Pi (46). Este 

compuesto no presenta efecto en el t. e. basal y desacoplado, mientras que el 

t. e. fosforilante es inhibido en un 85% aproximadamente. Si se adiciona 

gossypol 15 µM al medio, esta aclividad se recupera con una estimulación 

adicional del 115%. 

Todos estos trazos se hicieron con NH4CI 5mM como desacoplante en 

vez de usar gossypol y se encontró el mismo comportamiento. En la tabla 5.1 

se muestra el comportamiento del gossypol y del NH4CI en presencia de 

DCCD y florizina. Estos resultados apoyan la sugerencia de que el gossypol 

actúa como desacoplante de la fotoslntesis. 
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5. Discusión de resu\lados. 

Tabla 5.1. Efecto de desacoplanles sobre el transporte de 

electrones de H20 a MV como aceptor de electrones en 

presencia de DCCD 67 µM o de florizina 2 mM 

Experimento con uea e·/maChl hr 1% del Control> 

orden de adición. Gossvool 15 11M NH~CI SmM 

Experimento 1 

Chl 262.1 (100) 272.4 (100) 

+ DCCD 106.2 (40.5) 108.3 (39.9) 

+ Desacoplante 531.D (202.9) 611.72 (227.1) 

Experimento 11 

Chl 258.6 (100) 268.7 (100) 

+ Desacoplante 379.3 (146.7) 662.1 (246.3) 

+DCCD 382.8 (148) 579.3 (215.6) 

Experimento 111 

Chl+ADP+Pi 438.5 (100) 446.1 (100) 

+DCCD 270.8 (61.7) 261.9 (58.7) 

+ Desacoplante 733.3 (227.8) 869.2 (194.8) 

Experimento IV 

Chl+ADP +Pi 415.4 (100) 407.7 (100) 

Desacoplante 548.7 (132.1) 1015.38 (249.1) 

DCCD 238.5 (129.6) 638.5 (156.6) 

Experimento V 

Chl +ADP +Pi 414.8 (100) 414.8 (100) 

+ Flo 66.7 (15.8) 59.2 (14.2) 

+ Desacoolante 874.11215.1\ 1022.2 1230.6\ 

El DCCD inhibe la salida de protones a través de CFo para sintetizar 
ATP, por lo tanto se inhibe el transporte de electrones basal y fosforilante. Si 
en el medio ahora hay un desacoplante, habrá una recuperación de la salida 
de protones hacia el estroma, solo que esta vez será inespecífica. Habrá 
transporte de electrones basal y fosforilante, pero no habrá síntesis de ATP. 
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5. Discusión de resuHados. 

En el caso de la florizina no se observa inhibición en el transporte de 
electrones basal y desacoplado ya que actúa directamente sobre CF1, asf que 

el efecto sólo se observará en presencia de ADP y Pi. Al adicionar gossypol al 
medio se revierte el efecto de la florizina por las razones expuestas 
anteriormente. 

En la figura 5.3 se mueslra el efecto del gossypol a diferentes 

concentraciones sobre et transporte de electrones de agua a MV basal, 

fosforilante y desacoplado. 
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Figura 5.3. Efecto del gossypol sobre el transporte de electrones de H20 a MV 

basal(•). fosforitante (•)y desacoplado(•) a pH a y 25'C. 
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5. Discusión de resultados. 

Se encontró que entre 7 y 20 µM de gossypol el t. e. basal se estimula 
hasta un 102.4% y a mayores concentraciones esta actividad es inhibida. El 

mismo tipo de curva se obtiene en presencia de ADP y Pi, aunque el patrón 

bifásico no es idéntico en ambos casos. Este tipo de comportamiento se 
observa comúnmente en los desacoplantes clásicos en que inicialmente hay 
una estimulación del transporte de electrones y a mayores concentraciones 

hay una inhibición debida a la interacción de estos compuestos con 
intermediarios de la cadena redox fotosintética. 

Sin embargo, este tipo de desacoplantes por lo general no presentan 

una inhibición drástica sobre el transporte de elei:trones desacoplado como la 

que induce el gossypol. En presencia de NH4CI 5mM es de esperarse incluso 
una ligera estirnulación del transporte de electrones si el desacoplante es más 

potente que el NH4CI o en todo caso, es común observar una inhibición 
máxima de esta actividad del 20 %. 

Es importante hacer hincapié en lo que sucede en la región de bajas 

concentraciones de gossypol, entre O y 7 µM, en que se observó una inhibición 
del 20 al 25% sobre el t. e. basal y fosforilante, mientras que el t. e. 
desacoplado es insensible al compuesto. 

El hecho de que el gossypol no presente el efecto esperado para un 

desacoplante clásico sobre el transporte de electrones desacoplado, sugiere 
que si bien este compuesto puede estar actuando corno desacoplante, su 

efecto no es puro, sino que induce por otro lado un efecto como inhibidor de la 

cadena fotosintética. Esta sugerencia es apoyada por el comportamiento 

observado en el transporte de electrones en ausencia y presencia de ADP y Pi 

entre O y 7 µM de gossypol, que nos indica la existencia de una competencia 
entre dos efectos, uno de inhibición y otro de desacoplamiento. 

Por otro lado, el hecho de que exista similitud en el comportamiento del 

gossypol sobre el t. e. basal y t. e. fosforilante, y de que el patrón del t. e. 
desacoplado no se adapte a lo esperado para un desacoplante puro, indica 

que este compuesto induce un doble efecto que es sensible al estado de 

energización de la membrana: 
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5. DisCus16n de res11ttados. 

A bajas concentra91ones de gossypol, éste induce una ligera inhibición 
en el transporte de electrones con y sin ADPIPi, mientras que si la membrana 
se desenergiza con NH4CI 5rnM, no se observa un efecto de inhibición. Si el 
transporte de electrones_basal y fosforilante está estimulado por el gossypol, el 
sistema previamente desacoplado se inhibe drásticamente. 

A continuación se midió el efecto del gossypol sobre el t. e. basal a 
diferentes valores de pH del medio de ensayo (PHextl· Se encontró que esta 
actividad es sensible al pH aun en ausencia de gossypol (figura 5.4). A partir 
de pH 6.5 la velocidad del control se incrementa con el pH. Este tipo de 
comportamiento ha sido estudiado por Barnberger, Rottenberg y Avron (47), 
quienes encontraron que la velocidad de transporte de electrones depende del 

pH en el espacio tilacoidal (PHin), con un valor óptimo cercano a 5 usando 
varios aceptores de electrones corno el FeCN, DCPIP, NADP y cit. c. Cuando 
el pH9 xt es bajo, inicialmente el pHin está cercano a 5. Cuando se genera el 6. 
pH, este valor queda por abajo del óptimo y la velocidad del transporte de 
electrones es pequeña. Si el pHext es alto (cercano a 8.5), el 6.pH que se 
genera al iluminar a los cloroplastos hace que et pH¡0 caiga a valores cercanos 
al óptimo y la velocidad de transferencia de electrones es alta. Por otro lado, 
se ha encontrado que el potencial redox de las quinonas y del citocrorno b de 

la cadena fotosintética dependen del pH (48), y por lo tanto , este es otro factor 
que afecta la velocidad del transporte de electrones. 
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5. Discusión de resullados. 
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Figura 5.4. Efecto del pH0xt sobre Ja velocidad del transporte de electrones basal de 

H20 a MV en ausencia de gossypol. 

En presencia de gossypol se observó el mismo patrón bifásico obtenido 
en el experimento de la figura 5.3 a todos los pHext ensayados, sin embargo 
cada curva presentó características diferentes. En la figura 5.5 se presenta et 

efecto del pHext sobre la máxima estimulaciónde la velocidad inducida por 
el gossypol. Se encontró que a un pH de 6.5 la estimulación del transporte de 
electrones debida al gossypol alcanza un 10800% del control, y al aumentar el 
pHext este efecto decrece gradualmente. En la figura 5.6 se muestra la 
influencia del pHext sobre la concentración de gossypol a la cual se obtuvo 
dicha estimulación máxima. 
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Figura 5.5. Efecto del gossypol sobre la máxima estimulación del transporte de 

electrones basal de H20 a MV a diferentes pHext· La velocidad máxima en cada 

pHext es 3384 (pH 5.5), 1542.8 (pH 6.5), 1444.7 (pH 7.5), 694 (pH 8) y 360 (pH 8.5) 

µeqe·/mgChl hr 
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Figura 5.6. Concentración de Gossypol a la cual se obtiene la máxima estimulación 

del transporte de electrones a cada valor de pHext· 
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5. Discusión de resultados. 

Nuevamente, a pH6 xt da 6.5 se requiere la menor concentración del 
compuesto para obtener la máxima estimulación de la velocidad de transporte 
de electrones, mientras que a pHext mayares esta concentración aumenta, al 
igual que a pHext 5.5. 

Es interesante observar to que sucede con la región de bajas 
concentraciones de gossypol, entre O y 7 µM. En el experimento de la figura 
5.3 se encontró una inhibición del 20 al 25% del t. e. basal en esta r.agión de 
concentraciones. Al incrementar el pHext· dicha inhibición es más pronunciada, 
de tal forma que a pHext menor de 7.5 ya no se observa inhibición alguna en 
esta región (Tabla 5.2). 

Tabla 5.2. % da eslimulaci6n (+) o inhibición (-) del control a 

diferentes valores de pHext a una concentración 5 µM de gossypol. 

DH-~ o/o del control. 

6.5 +7503.1 

7.5 +366.7 

8 -25.3 

8.5 -53.1 

Todos estos resultados indican que el gossypol es un desacoplante más 
potente a pH 6.5, y cuyo efecto disminuye gradualmente al incrementarse el 
pHext• al igual que a pH 5.5. Estos resultados pueden deberse a que: 

=:. La velocidad del transporte de electrones depende no sólo del pH¡n. 
también del pHext y del ÁpH. Si se impone el pHext con buffer, el pH;0 será 
sólo función del ÁpH que se tenga en el control y a diferentes concentraciones 
de gossypol. A valores bajos de pHext la presencia de este compuesto como 
desacoplante abate el ÁpH generado, de tal forma que el pH¡n no cae por 
debajo del valor óptimo, mientras que a pHext alto, la presencia del gossypol 
no permite que el pHin baje a valores cercanos al óptimo. 
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5. Discusión de resultados. 

Cuando el pH8 x1 es de 6.5, la concentración requerida de gossypol para 
que el pHin sea el óptimo es menor, ya que seguramente se requiere abatir 
menos el ApH que a otros valores de pHext· Es de esperar que una parte de la 
inhibición observada en la figura 5.3.para el t. e. basal y fosforilante se deba a 
este efecto. La velocidad del transporte de electrones de máxima estimulación 
decrece con el pHext (Fig. 5.5) debido probablemente a que al aumentar el pH 
del medio, el efecto de inhibición del gossypol adquiere. importancia. 

=> A que la espeqie del gossypol que predomina en la fase acuosa a 
pH6 x1 6.5 tiene mayor capacidad para desacoplar que la especie presente a 
valores de pH más altos o a pH 5.5. Por otro lado, se han hecho estudios de la 
reactividad del gossypol con algunas proteínas, y se ha encontrado que este 
compuesto puede reaccionar fácilmente con los grupos amino libres que están 
presentes en estas moléculas a través de reacciones con sus grupos 
carbonilo; así, un efeclo que eslá presente, puede ser el debido a la 
reactividad del gossypol frente a las proteínas fotosintéticas que varia de 
acuerdo al pH del medio (65). 

11. CAPTACIÓN DE PROTONES Y SiNTESIS DE ATP. 

La iluminación de una suspensión de cloroplastos pobres en capacidad 
amortiguadora induce un aumento importante del pH del medio en ausencia y 
presencia de ADP y Pi como se muestra en la figura 5.7. En el primer caso 
(captación de protones),, este aumento se atribuye al transporte vectorial de 
protones acoplado a la transferencia de electrones de agua a MV, aunque este 
aumento no es una medida del t.pH tilacoidal que se genera. En el segundo 
caso (Síntesis de ATP), el incremento del pH se debe a que la reacción de 
fotofosforilación de una molécula de ADP requiere del consumo de un protón 
corno se mencionó en el capítulo 4. 
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5. Discusión de resultados. 
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Figura 5.7. Incremento del pH observado al iluminar cloroplastos en condiciones 

fosforilante o de síntesis de ATP (A) y basal o de captación de protones (B) a pH 

Inicial de 8, usando MV como aceptor de electrones. 

El gossypol induce inhibición tanto de la sintesis de ATP como de la 

captación de protones (Fig 5.8). Estos datos confirman que el gossypol actúa 

como desacoplante. Es importante observar que la capacidad del cloroplasto 

de traslocación de protones se inhibe paralelamente a la sintesis de ATP, de 

tal manera que a 15 µM de gossypol ya no hay actividad por parte del 

cloroplasto. Estos resultados indican que este compuesto puede estar 

desacoplando con un mecanismo protonóforo, ya que la síntesis de ATP 

acoplada al transporte de electrones se ve afectada paralelamente a la 

disipación del transporte vectorial de protones. 

41 



100 

80 

~ 60 
8 
Qj 
,, 40 
"#-

20 

5. Discusión ele resultados. 
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Figura 5.8. Efecto del gossypol sobre la captación de protones (•) y la síntesis de 

ATP(o) en presencia de MV a pH 8. La velocidad del control para la captación de 

protones es 40.3 µeq WimgChl hr y para la slntesis de ATP es 659.4 µmol 

ATP/mgChl hr. 
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5. DiScllSión de resuhados. 

111. Mg2+.ATPasa. 

La actividad de ATPasa de CF0-CF1 es sensible al gossypol cuando 
hay potasio en el medio. En la figura 5.9 se observa el efecto bifásico que este 

compuesto presenta: A bajas concentraciones de gossypol induce una 

estimulación de la hidrólisis de ATP, y después de 15 µM se observa una 
inhibición creciente de dicha actividad. 
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Figura 5.9. Efecto de gossypol sobre la actividad de la Mg2•-ATPasa de cloroplastos 

a pH 8. La velocidad del control es de 184.73 µmoles de ATP/mgChl hr. 
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5. OlscuslOn de resultados. 

Se ha demostrado que los desacoplantes clásicos presentan un efecto 
bifásico sobre la Mg2+ .ATPasa respecto al tiempo de reacción en presencia de 
estos compuestos y a concentración de los mismos: inicialmente se induce una 
estimulación de la enzima seguida de una inhibición de su actividad (49, 51 ): 

=> Se considera que la síntesis e hidrólisis de ATP son procesos 
inversos que se pueden dar simultáneamente; por lo tanto, para observar una 
de las dos reacciones, es necesario que la otra esté inhibida. Durante la 
activación con luz se genera un estado de alta energía que los desacoplantes 

disipan. Cuando el ópH disminuye, el ATP puede hidrolizarse a través del 
proceso inverso a la fosforilación. Con bajas concentraciones de desacoplante 
se inhibe parcialmente cualquier síntesis de ATP dependiente del ópH y por lo 
tanto se estimula la actividad de ATPasa. Se ha encontrado además que una 
vez que la enzima está activada y en presencia de ATP, esta puede captar 
protones para contribuir al ópH generado durante la etapa de iluminación; asi 
que concentraciones moderadas de desacoplante permitirían que el ópH fuera 
el óptimo para la hidrólisis de ATP, y no asi para la fosforilación (50). 

=> La inhibición observada después de cierta concentración de 
desacoplante puede explicarse como la caída del óµH+ abajo del nivel mínimo 
requerido para que la enzima retenga su conformación activa en la obscuridad, 
ya que esta actividad requiere un mínimo de energización de la membrana 
(49). Sin embargo, existe evidencia experimental que sugiere que la inhibició.n 
puede deberse a una interacción específica de los desacoplantes con la 
enzima (51 ). 

Es importante observar que el patrón bifásico es similar al obtenido para 
el transporte de electrones. Sin embargo, mientras que el gossypol induce una 
estimulación máxima del t. e. basal y t. e. fosforilante del 102% 
aproximadamente, esta enzima se estimula en sólo 52.4%. Esta diferencia 
puede deberse a que el medio de reacción propuesto por Milis, el al. (43) 
contiene NH4CI 1 mM aproximadamente, de tal manera que este compuesto 
"enmascara" una parte del efecto del gossypol como desacoplante. 
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5. Discusión de resuttados. 

IV. REACCIONES PARCIALES DEL TRANSPORTE DE 
ELECTRONES. 

Hasta el momento era claro que el gossypol no presentaba un efecto 

puro de desacoplamiento; pues este compuesto inducía también una inhibición 
del transporte de electrones sensible al pH externo. 

Con la finalidad de identificar el sitio de acción del gossypol como 

inhibidor de la cadena redox, es necesario analizar el efecto del compuesto en 

pequeños fragmentos de la cadena fotosintélica. Para ello fueron empleados 
donadores y aceptares de electrones artificiales, así como inhibidores de la 

cadena redox. 
El primer paso consistió en identificar si el gossypol inhibe el FSI o el 

FSll. Para estudiar el efecto de este compuesto sobre el FSI se empleó DCMU 

1 O µM (25) como inhibidor de la enzima Qe con la finalidad de impedir el fiujo 
de electrones proveniente del FSll, DCPIP 1 OOµM/Ascorbato 300 µM (52) 

como sistema donador de electrones a nivel de PQ y MV como el aceptar final 

de acuerdo al siguiente esquema. 

DCPIP 
+ 

Asco!bato 

Se encontró que el t. e. desacoplado del FSI es insensible al gossypol, 

mientras que en condiciones basales el compuesto induce una estimulación 

que en una concentración aproximada de 15 µM alcanza su máximo (212.9%) 

como resultado del desacoplamiento debido a este compuesto (Fig. 5.1 O). 

Estos resultados indican que el FSI es sensible al gossypol como 

desacoplante, pero no como inhibidor de la cadena fotosintética. 
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5. Discusión de resultados. 
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Figura 5.10. Efecto del gossypol sobre el transporte de electrones del FSI en 

presencia de NH4CI 5 mM (O) y basal (•) de OCPIP/Ascorbato a MV a pH 8. 

A continuación se midió el efecto del gossypol sobre la cadena 
fotosintética en que el agua es el donador natural de electrones y el aceptor 
final es el sistema DCPIP 50 µMI FeCN 300 µM (53). Para impedir el paso de 

los electrones hacia el fotosistema 1 se utilizó DBMIB 1 µM (54) como se 

muestra en el siguiente esquema. 
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5. Discusión de resultados. 

DCPIPIFeCN 

l·-
H,O ----+QB ~PC-FSI 

DBMIB 

Se encontró que una concentración de gossypol 25 µM inhibe 
totalmente el t. e. desacoplado, mientras que el t. e. basal es ligeramente 

menos sensible al compuesto, ya que sólo una concentración 30 µM del 
compuesto inhibe totalmente esta actividad (Fig. 5.11 ). Este resultado sugiere 

protección contra la inhibición del gossypol por energización de la membrana. 

Es claro entonces que este compuesto tiene su efecto inhibitorio de la cadena 

redox a nivel del FS 11, entre PO y el complejo de fotólisis del agua. 
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Figura 5.11. Transporte de electrones basal del PSll(•) y en presencia de NH4CI 5 

mM (o) de agua a FeCN a pH 8. 
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5. DiscuslOn de resultados. 

A continuación se analizó un fragmento más pequeño del FSll, en que 
el donador es agua y el aceptar final es silicomolibdato (SiMo) 200 µM (55). 
Para evitar el flujo de electrones más allá de QA se utilizó DCMU 1 O µM como 
inhibidor de acuerdo al esquema siguiente: 

SiMo ¡ .. 
H,0-.. Peao --- Feo f- QB-.. 

DCMU 

En la figura 5.12 se muestra el efecto del gossypol sobre esta parte de 
la cadena fotosintética. Se observa una inhibición drástica del transporte de 
electrones por parte de este compuesto, de tal forma que a una concentración 
20 µM de gossypol ya no se detecta ningun flujo de electrones. Estos 

resultados indican que el sitio de inhibición del gossypol está entre el complejo 
de fotólisis del agua y la feofitina. 
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5. Discusión de resultados. 

20 

Figura 5.12. Transporte de electrones de agua a SiMo a pH 8. La velocidad del 

control es 91.2 µeq e·tmgChl hr. 

Con el objeto de localizar el sitio donde actúa el gossypol como 

inhibidor, se estudió un fragmento de la cadena redox más pequeño en que se 

excluye al centro de fotólisis del agua inhibiéndolo mediante un tratamiento 

con Tris. En este caso, el donador de electrones es DPC 200 µM y el aceptar 

final es DCPIP 100 µM (23). Cuando P68o pierde un electrón, este es reducido 

por un residuo de tirosina conocido como Yz que forma parte de 01, uno de los 

polipéptidos que intervienen en la producción de oxigeno; entonces, el 

complejo de oxidación del agua, el cual contiene cuatro iones manganeso que 

forman un tetrámero, reduce a Yz+(56). 
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5. Discusión de muttados. 

Para inhibir al complejo de fotólisis del agua, los cloroplastos se 

incubaron en la obscuridad por 40 minutos con Tris 0.8 M (pH 8) a 25 ºC, y a 

continuación se centrifugaron a 5000 rpm por dos minutos y se resuspendieron 

en el medio de transporte de electrones sin MV y con tricina de acuerdo al 

capitulo 4. El tratamiento con tris elimina a un polipéptido de 33 KDa que es 

importante para que el tetrámero de Mn sea activo; además se pierden dos 

polipéptidos de 17 y 24 KDa y algunos iones Mn(ll) del complejo de oxidación 

del agua (57). 

DCPIP 

Tris 
¡.-

H,O r Yz- P68Q - QA - Os -PO - Cit blf 

¡.-
DPC 

En la figura 5.13 se observa que esta parte de la cadena fotosintética no 

es sensible a la inhibición con gossypol, lo cual indica que el sitio de acción 

del compuesto se localiza en el tetrámero de manganeso o en alguno de los 

polipéptidos necesarios para que este complejo oxide al agua, antes del sitio 

de donación de DPC (58). 

Adicionalmente se empleó metilviológeno como aceptar final de 

electrones, y se encontró que ta cadena redox en estas condiciones tampoco 

era sensible a la inhibición por gossypol. Incluso se obtuvo una ligera 

estimulación de esta actividad debida al desacoplamiento producido por el 

compuesto. También se midió el efecto del gossypol sobre la cadena 

fotosintética en ausencia de DPC o de cualquier otro donador de electrones en 

cloroplastos inhibidos con tris y en presencia de foK\/. Esta actividad, como era 

de esperarse, resultó nula porque no hay donadores de electrones en el 

medio, y la adición de gossypol hasta una concentración de 50 µM no cambió 

esta situación, lo cual indica que el compuesto no presenta efecto como 

donador de electrones en este intervalo de concentraciones. 
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5. Discusión de resultados. 
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Figura 5.13. Efecto del gossypol sobre el transporte de electrones de DPC a DCPIP ( 

•) y de DPC a MV (o). La reducción del DCPIP se siguió espectrofotométricamente, 

ya que la especie oxidada absorbe a 660 nm. La velocidad del control es 465.12 y 

300 µeqe·tmgChl hr en presencia de DCPIP y DPC respectivamente. 

V. COMPORTAMIENTO ÁCIDO-BASE DEL GOSSYPOL EN 
MEDIOS ACUOSOS Y NO ACUOSOS. 

Gossypol en medios acuosos. 

En la figura 5.14 de la página 56 se muestran los espectros UV-visible 
del gossypol en agua a diferentes valores de pH. Es importante observar los 
cambios que se registran en estos espectros cuando el pH se incrementa: 
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5. Discusión de resuHados. 

La >.max se recorre hacia el rojo con el pH, y sus valores de absorbancia 

aumentan. Por otro lado, se observa que el valle localizado alrededor de los 

320 nm se hace más pronunciado al incrementar el pH (Tabla 5.3). Estos 

espectros indican que de acuerdo al pH del medio predominará cierta especie 

del gossypol, y se propone que estas especies son las debidas al 

comportamiento ácido-base del compuesto. 

Se ha reportado que el gossypol puede existir en tres formas 

tautoméricas en medios acuosos de acuerdo a la figura 5.15 (67). 

~· 
HO~~OH 

B 

A 

OH
0 

OH 

Figura 5.15. Estructuras tautoméncas del gossypol en medios acuosos. 
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5. Discusión de resuttados. 

En donde las estructuras A y B san las formas ceta-enólicas del 
gossypal y C es la estructura de hemiacetal. Este último tautómero se obtiene 
al hacer reaccionar al gossypol comercial con ácido acética glacial con reflujo 
por 24 horas (68). La dificultad para obtener este tautómero indica que las 
especies que se manejaran en este trabajo son la A y la B. El grupa ácido de 
estas especies es el marcado en la figura 5.15 con un asterisco, y lo que se 
observó en los espectros de la figura 5.14 es un promedio de la 
intercanversión rápida de estos das tautámeros lanto en su forma de enol 
como de enolato. 

Tabla 5.3. Datos espectrofotométricos de algunas soluciones acuosas 
de gossypol a diferentes pH. 

oH 1. .lnml A_ ). lnml A_, 

5.5 378 0.467 327 0.230 

6.1 360 0.467 325 0.214 

6.5 383 0.464 325 0.192 

7.7 388 0.492 320 0.147 

8.1 390 0.497 320 0.143 

8.7 392 0.504 320 0.148 

Se alimentaran los datos espectrofotométricos de 17 soluciones de 
gossypal al programa TRIANG con la finalidad de estimar el número· de 
especies que absorben en el sistema (45). Para ello, fué necesario introducir el 
error sobre la transmitancia, el cual queda definido como 

AT=[(Errar instrumenta12 + Errar volumétrica2)]112 

Donde el error instrumental está asociado al error en las lecturas de 
absorbancía y es función del espectrafotómetro empleado. 
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5. Dilcuslcln de resuttados. 

El error volumétrico es el que se comete en la manipulación de las 

soluciones y en el material empleado. El error instrumental es de 0.01 en %T, 
y el error volumétrico se estima como de 2 a 3 veces el error instrumental. De 
acuerdo a este dato TRIANG propuso que son dos las especies que absorben 
en el sistema. 

Con esta información se alimentaron los datos espectrofotométricos al 

programa SQUAD, que propuso la existencia de un solo pKa en el intervalo de 
pH que se manejó (entre 5.5 y 6.7). El valor del pKa estimado es de 6.6372 :1: 

0.0307. 

SQUAD propone los coeficientes de absortividad molar de cada especie 

y sus concentraciones empleando el algoritmo de Newton·Raphson. En la 
figura 5. 16 se muestran los coeficientes de absortividad molar que este 

programa calculó para la especie ácida y básica del gossypol. 

,,. ..... 
¡/'~ \ 

!í \ \ 
, ' \ \ ¡, 1 \ 

¡, \ • í' \ \ . . /' \ \ ,,,.. / \ \ 
' \ \ .. ~/ \ \ 

·~ \ -... \ 

·,...:~,¡¡ ...... . 
O+-~~~..,...~~~..,...~~~-,-~~-·-··~·~··~~__, 
300 350 400 450 500 

Longitud de onda (nm) 

Figura 5.16. Espectros UV-visible propuestos por SQUAD para la especie ácida(•) y 
la especie básica (•) en agua. 
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5. Discusión de resultados. 

Se observa que la especie básica tiene más desplazada hacia el rojo su 

máxima absorción respecto a la especie ácida, y que el valle alrededor de 320 

nm es más pronunciado en la base. 
A partir del pKa propuesto por SQUAD se calculó la proporción en que 

se encuentran las especies ácida y básica del gossypol a los valores de pH en 

que se midió el transporte de electrones basal (Fig. 5.5). En la tabla 5.4 se 

observa que si el pH es 6.5 ( el óptimo para el gossypol como desacoplante), 
la distribución de ambas e~pecies es muy parecida; por lo tanto, no es posible 

explicar el efecto del gossypol encontrado en este pHext en función de la 
presencia de una especie u otra en mayor proporción. Por otro lado, se 

observa que la especie que predomina casi totalmente a pH mayores es la 
básica, así que es posible atribuir a esta especie el efecto del gossypol como 

inhibidor de la cadena fotosintética. 

Tabla 5.4. Distribución de las especies ácida (Ac) y básica 

(B) del gossypol en el medio acuoso a diferentes pH. 

PH %8 %Ac 

5.5 6.79 93.21 

6.5 42.17 57.83 

7.5 87.94 12.06 

B.O 95.84 4.16 

8.5 98.65 1.35 
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5. Discusión de resultados. 
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Figura 5.14. Espectros UV-Visible del gossypol 30 µM en agua-DMF/Pg 1 % a 
diferentes valores de pH y a 25 ºC. 
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Flgura5.17.Espectros UV-Visible del gossypol en octano! después de extraerlo de 
soluciones acuopsas a diferentes pH. La concentración del gossypol en la solución es 
de 30 µM. 
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5.~de~. 

Gonypol en oct.anot. 

Es importante conocer el comportamiento del gossypol frente a 
solventes inmiscibles con agua, ya que resulta un sistema simple para evaluar 
la transferencia del compuesto a biomembranas. En este estudio se ha 
empleado el sistema octanol-agua ya que presenta varias ventajas:(59). 

::::. Es el sistema con mayor número de valores determinados. 
::::. Es un sistema que se ha usado como modelo para describir las 

fuerzas de unión entre moléculas pequeñas y macromoléculas. 
::::. El octanol es un solvente que representa satisfactoriamente a las 

biomembranas en cuanto a propiedades hidrofóbicas se refiere. 
::::. Se han realizado estudios de desacoplantes en este sistema, y se 

ha encontrado que estos compuestos incrementan el intercambio de 
protones entre el hidroxilo del octanol y el agua. (60). 

El gossypol es un compuesto que presenta solubilidad preferencial en 
octanol. Después de extraer al compuesto de soluciones acuosas a diferentes 
valores de pH se obtuvieron los espectros UV-Visible que se presentan en la 
figura 5.17. 

En la tabla 5.5 se muestra la forma en que los espectros del gossypol 
van cambiando. A medida que el pH se incrementa la longitud de onda máxima 
se desplaza desde 375 hasta 384 nm. El valle alrededor de los 320 nm se 
hace más pronunciado con el pH, y la absorbancia en Amax se incrementa al 

aumentar la basicidad del medio. 
Si se comparan los cambios en los espectros UV-visible del gossypol en 

agua y después de extraerlo con octanol de soluciones acuosas con diferentes 
pH, se observa que existe gran similitud en estos espectros. Estos resultados 
sugieren que de acuerdo al pH en la solución acuosa, tanto la especie ácida 
como la básica pueden estar presentes en medios poco polares como el 
octano l. 
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5. Discusión de resultados. 

Como fa absorbancla en Amax del gossypol extraído a pH 8.5 es menor 
a Ja esperada a pesar da ser Ja especie predominante an el medio acuoso, es 
posible que Ja forma básica del gossypol tenga menor afinidad por esta tipo de 
medios, aunque sigue presentando afinidad preferencial por el octano! 
reapecto a medios acuosos. 

Tabla S.S. Variación de los espectros de gossypol en octano! al ser extraldos de 
medios acuosos a diferentes pH con una concentración de gossypol de 30 µM y 
~roporción de las especies ácida y básica del compuesto en el medio acuoso antes 
de la extracción con octano!. 

5.5 
6.5 
7.5 
6.5 

375 
375 
377 
384 

0.488 
0.489 
0.509 
0.477 

318 
318 

317 
317 

VI. DISCUSIÓN GENERAL. 

0.147 26.89 
0.145 17.35 
0.137 3.62 
0.112 0.41 

3.11 
12.65 
26.38 
29.59 

A lo largo de este trabajo se ha presentado una serie de experimentos 
que caracterizan al gossypol como desacoplanle de Ja fotosíntesis, ya que se 
ha encontrado que: 

~ Estimula el transporta de electrones en ausencia y presencia de 
ADP y Pi, de tal forma que con una concentración aproximada de 15 µM de 
gossypol se obtiene Ja máxima estimulación de estas actividades. 

~Abate la captación de profanes paralelamente a la síntesis de ATP 
al aumentar Ja concentración de gossypol cuando Jos cloroplastos son 
iluminados. 

~Estimula a la Mg2+.ATPasa cuando ésta es activada por luz. 
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5. Discusión de resullados. 

=> Revierte el efecto de inhibidores de la ·transferencia de energia 

como el DCCD y la florizina en ausencia y presencia de ADP y Pi. El 

transporte de electrones previamente desacoplado con gossypol 15 µM es 

insensible a estos compuestos en condiciones basal y fosforilante. 

=> Presenta un patrón de comportamiento sobre el transporte de 

electrones basal a diferentes valores de pH0 x1 que ha sido previamente 

descrito para algunos desacoplantes clásicos (61 ). 

=>Adicionalmente, estudios realizados por el grupo de J. Reyes (66) 

indican que el gossypol interacciona con monocapas y bicapas lipidicas de 

diferente composición afectando sus propiedades eléctricas. 

Estos resultados se adaptan al comportamiento esperado para 

desacoplantes con un mecanismo protonóforo en mitocondrias, cloroplastos y 

bacterias. Al paso de los años se han logrado establecer algunas 

caracteristicas estructurales comunes a todos los desacoplantes clásicos. 

Estas se enlistan a continuación (31, 32, 6CH>2, 64): 

=> La presencia de un grupo ácido disociable con valores de pKa entre 

5.5 y 6.9. Se ha propuesto que este grupo es el que inteviene en la 

transferencia de protones a través de la membrana transductora de energia. El 

comportamiento ácido-base del gossypol cumple con esta propiedad, ya que 

se encontró que tiene un pKa de 6.6372 de acuerdo a la figura 5. 15. 

=> Una estructura con capacidad para deslocalizar la carga negativa de 

la especie básica con la finalidad de tener una mayor estabilidad en 

membranas poco polares. El gossypol tiene grupos aldehído en las posiciones 

B y 6' que contribuyen a esta deslocalización de carga. Adicionalmente, el 

sistema de orbitales ¡¡ de los anillos aromáticos contribuyen a este efecto. Sin 

embargo, Wood et al. (63) encontraron que la posición relativa de los anillos 

de naftaleno de este compuesto es de casi 90°, de tal manera que la 

dispersión de carga por efecto de resonancia es menor a la esperada. De igual 

forma, se ha encontrado que algunos de los desacoplantes protonóforos más 

estudiados tienen una estructura dinámica que no es plana. 
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5. Discusión de resuttados. 

Por ejemplo, el SF-6847 (Fig. 5.16) es un desacoplanle que en 
ambientes poco polares presenta un ángulo entre el anillo aromático y el grupo 
malonitrilo de 40° aproximadamente (64). 

OH 

t·Bul~(Bu 

CH 
11 
C(CN), 

Figura 5.18. Estructura del desacoplante protonóforo conocido como SF-6847. 

~ Grupos que den hidrofobicidad a Ja molécula con Ja finalidad de 
favorecer Ja unión del desacoplante a Ja membrana para que permanezca en 
ella mientras lleva a cabo su efecto. De hecho, se encontró que el gossypol 
tiene afia preferencia por medios peco pelares como ei octanol. Cuando se 

extrae el compuesto de medios acuosos con diferentes pH se encuentra que la 
especie predominante en el octano! es Ja ácida, sin embargo Ja básica puede 
estar presente cuando el gossypol se extrae de una solución a pfl 6.5, aúnque 
con menor afinidad por el octanol. Esto sugiere que la actividad del gossypol · 
como desacoplante puede deberse a Ja especie ácida del compuesto, aunque 
estos resultados no presentan una evidencia concluyente de esta propuesta. 
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5. Discusión de resultados. 

Los resultados obtenidos sugieren que el efecto del gossypol como 

desacoplante e inhibidor es dependiente del eslado de energización de la 

membrana tilacoidal, ya que el transporte de electrones basal y fosforilante es 

sensible a diferentes concentraciones de gossypol con un efecto bifásico 

similar en ambas condiciones experimentales, mientras que si la membrana se 

desenergiza previamente con NH4CI como desacoplante, el gossypol induce 

una inhibición drástica del transporte de electrones. De igual manera, la 

transferencia de electrones de H20 a FeCN (FSll) es más sensible a la 

inhibición con gossypol cuando la membrana está desenergizada con NH4CI 

que si las condiciones son basales. 

En este trabajo se encontró que los procesos primarios de la 

fotosínlesis son sensibles al gossypol; este hecho sugiere que el compuesto 

podría ser utilizado en el futuro como herbicida nalural. Sin embargo, antes de 

poder proponerlo como tal, será necesario hacer experimentos para 

caracterizarlo como herbicida y una serie de estudios que consideren factores 

toxicologicos, selectividad en su acción herbicida, factibilidad económica y 

daños ecológicos. 
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CONCLUSIONES 



=> El gossypol es un desacoplante de la fotosíntesis, de tal forma que 

con una concentración de aproximadamente 1 SµM del compuesto se induce un 

efecto máximo. De acuerdo a los experimentos realizados que lo caracterizan 

como desacoplante, y a sus características estructurales, se propone que su 

mecanismo de desacoplamiento es protonóforo. 

=> Este efeclo está en competencia con una inhibición de la cadena 

fotosintética, de tal forma que a pH básicos, el poder desacoplante es menor. 

El sitio de inhibición del gossypol se localiza en el complejo de fotólisis del 

agua, antes del sitio de donación de Yz. Debido a que este complejo se 

localiza en la parte interna del tilacoide, es claro que las propiedades 

hidrofóbicas del gossypol son importantes para explicar la inhibición 

encontrada, aunque con los experimentos presentados no es posible 

determinar si es la especie ácida o la básica del compuesto la que inhibe a la 

cadena redox. Los datos indican que el gossypol es un desacoplante-inhibidor. 

=> Ambos efectos son sensibles al estado de energización de la 

membrana, de tal forma que si ésta se desenergiza con NH4CI, predomina el 

efecto inhibitorio, mientras que si la membrana está energizada (en ausencia y 

presencia de ADP y Pi), el efecto del gossypol como desacoplante es más 

importante. 

=> El gossypol no presenta efecto como donador de electrones a la 

cadena fotosintética, ya que ésta no es sensible al gossypol si se inhibe la 

fotólisis del agua y se suprime cualquier donador artificial de electrones en 

presencia de MV como aceptor final. 

=> Este compuesto presenta alta afinidad por medios poco polares como 

el octanol, y pueden estar presentes tanto la especie ácida como la básica 

(esta última con un poco menor afinidad por el octanol), lo cual sugiere que su 

mecanismo de acción como desacoplante e inhibidor puede estar asociado a 

interacciones con la membrana. 
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APÉNDICE 



a. Apéndice. 

ABREVIATURAS EMPLEADAS. 

Goss ..................... Gossypol. 
NADPH ................. fosfalo de dinucleótido de nicotinamida adenina reducido. 
ATP ...................... Adenosina trifosfalo. 
ADP ...................... Adenosina difosfato. 
Pi .......................... Ortofosfalo. 
FSI (11) .................. Folosistema 1 ( Fotosislema 11). 

Peso y P700 ......... Centros de reacción del FSll y FSI respectivamenle. 
feo ........................ Feofilina. 
PQ ........................ Plastoquinona. 
POH2 ................... Plasloquinol. 
cit.f ....................... Citocromo f. 

cit. bs53 ................ Citocromo bss3. 
cit.c ....................... Cilocromo c. 
PC ........................ Plaslocianina. 
Fd ......................... Ferredoxina. 
F ........................... Constante de Faraday. 
ó'l' ........................ Polencial de membrana. 
ópH ...................... Gradiente de protones. 

ó11H+ .................... Potencial químico de protones. 
Tris ....................... Tris(hidroximetilaminometano). 
DCMU .................. 3-(3,4-diclorofenil)-1, 1-dimetil urea. 
DBMIB .................. dibromometilisopropil-p-benzoquinona. 

EDAC ................... N-etil-N'·(dimetilaminopropil)-carbodiimida. 
DSPD ................... disalicilidén-propano-diamina. 
NEM ..................... N-etilmaleimida. 
DCCD ................... N,N-diciclohexilcarbodiimida. 
Flo ........................ florizina: (4,4'6"-trihidroxi-2'-glucósido dihidrochalcona). 
PMS ..................... fenazina-metosulfato 
MV ........................ Metilviológeno. 
FeCN .................... Ferricianuro de potasio. 

ss ESTA TESIS NO DEBE 
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8. Apéndice. 

u· ......................... Especie básica del desacoplante. 
HU ........................ Especie ácida del desacoplante. 
DMF ..................... N,N-dimetil-formamida. 
Pg ......................... Propilénglicol. 
Chl.. ...................... Cloroplastos. 
t. e. . ..................... Transporte de electrones. 
Tricina .................. N-Tris(hidroximetil)metilglicina. 
MES ..................... ácido 2(N-Morfolino)elano sulfónico. 
HEPES ................. ácido N-2,hidroxietilpiperazina-N'-2 etanosulfónico. 
TES ....•................. ácido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetano sulfónico. 
EDTA ................... ácido etiléndiamintetraacético. 
TCA ...................... ácido tricloroacético. 
hv ......................... Luz. 
µM ........................ micromolar. 
µeq ....................... microequivalentes. 
µeqe·/mgChl hr .... µeq de electrones por miligramo de clorofila por hora. 
DCPIP •........•........ 2,6-diclorofenol-indofenol oxidado. 
DCPIPH2 ............... 2,6-Diclorofenolindofenol reducido. 
SiMo ..................... silicomolibdato de sodio. 
DPC ...................... 1,5-difenilcarbazida. 
KDa ..................•... Kilodaltones. 
nm ........................ nanómetros. 
"- .....................•.... .longitud de onda. 
A. .......................... Absorbancia. 
Ac .....•.•................. Especie ácida del gossypol. 
B ........................... Especie básica del gossypol. 
SF~847 ............... 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibencilidén-malonitrilo. 
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