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1. Introduccion,

El gossypol (1,1'6,6',7,7-hexahidroxi-3,3'-dimetil-5,5'-diisopropi-2,2'-
binaftil-8,8'-dialdehido){Fig. 1.1} es un pigmento polifendlico que est4 presente
en las gléndulas pigmentarias de hojas, tallo, raiz y principalmente en semillas
de la planta de algodén del género Gossypium. Por lo menos otros catorce
pigmentos estdn presentes, pero su concentracion 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 [a 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
JOIOOQL,
HO OH

Figura 1.1. Estructura del gossypol.

El gossypol generalmente se aisla de la semilla del algoddn como una
mezcla de isémeros (+) y (-} por extraccién con 2-butanona, precipitando
posteriormente con &cido acético y recristalizando con una mezcla &cido
acético-2-butanona, obteniéndose el complejo gossypol-acido acético con méas
de) 98% de pureza (2).

En la década de los 60's se encontré 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 investigacion
en tomo a este compuesto con la finalidad de entender su sitio y mecanismo
de accién, su farmacocinética, reacciones adversas y su toxicidad. E!
mecanismo de accidn preciso no se conoce atn, 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).



1. Introduecién.

Tabla 1.1. Inhibicién de enzimas y de procesos biolégicos por gossypol.

Enzimas inhibidas

o cetoglutarate deshidrogenasa.
Succinil deshidrogenasa.
NAD-isocitrato deshidrogenasa.
ATPasa dependiente de Na*, K*, Ca2*.
Mg2+-ATPasa malato deshidrogenasa.
Piruvato deshidrogenasa.

Araquincdato 5 y 12-lipoxigenasas.

Aconitasa.

Lactato deshidrogenasa x.
Succinil-CoA sintetasa.
Pepsindgeno.

Cinasa dependiente de Ca2*-
Clutatién-S-transferasa.
Adenilato ciclasa.

Procesos inhibidos

Espermatogénesis.
Sintesis de proteinas,
Movilidad y maduracién del
espermatozoide.

Sintesis de ADN.
Uh'liz:_acién de glucosa.
Biosintesis de progesterona,

Aparte de su importancia como agente anticonceptivo en hombres, se
ha encontrado que el gossypo! tiene un efecto inhibitorio en la proliferacién de
células cancerigenas in vivo e in vitro (T); ademdas, se ha encontrado 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
acompafian a la diabetes mellitus, en donde esta enzima se encuentra

aumentada (8).

Per otro lado, estudios realizados con gossypol radiaclivo indican que
mitocondrias aisladas de células testiculares incorporan mas compuesto que
otros organelos. Asi, uno de los efectos mds importantes del gossypol en
sistemas biolgicos es su habilidad para desacoplar la fosforilacion oxidativa
mitocondrial (5, 6), inhibiendo el metabolismo energético de la célula.



1. Introduccién,

"Aunque la semilla de! algodén es un subproducto de la planta, su
procesamiento tiene gran importancia ya que se puede obtener acsite,
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
tione un alto valor nutritivo como complemento protsico.

No existe la duda de que el gossypal es un compuesto toxico en
humanos que en la actualidad se considera como desecho. Sin embargo, las
grandes cantidades de gossypo! potencialmente disponible (se estima que por
25 millones de toneladas de semilla- se cbtienen 78000 toneladas del
compuesto) y la gran variedad de derivados que se pueden preparar, ha
llevado a crear interés en su utilizacion. Asi se han propuesto los siguientes
usos:

Como colorante al diazonizarse con aminas aromaticas.

En lubricantes.

Como antioxidante.

Como estabilizador de compuestes vinilicos para prevenir su
polimerizacién. ’

Para analisis 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 ningun estudio acerca del efecto que el gossypol
puede tener sobre las plantas, y de su posible utilizacion como herbicida
natural. En este trabajo se caracterizardn algunas propiedades del gossypol
sobre uno de los procesos fundamentales en la planta, la fotosintesis.
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Este trabajo tiene como finalidad identificar ] efecto del gossypol sobre
la fase luminosa de la folosintesis a lravés del manejo de diversas técnicas
experimentales para:.

= Contribuir a la comprensién de los procesos de transduccién de
energia en membranas fotosintéticas y postular una posible relacion con la
actividad del compuesto y su accién sobre olras membranas transductoras de
energia.

= Ampliar el estudio sistematico de los compuestos que afectan a la
fotosintesis y que pueden presentar actividad como herbicidas,

= Contribuir al estudio de la accién de! gossypol sobre varics sistemas
metabdlicos, y de esta forma aportar informacion para la comprension de sus
mecanismos de accién y de sus posibles aplicaciones sobre sistemas
biolégicos.
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3. Antecedentes.

A. FOTOSINTESIS Y EL CLOROPLASTO.

La fotosintesis es el proceso mediante el cual algunos organismos
utilizan 1a energia de la radiacién electromagnética del sol para sintetizar
material orgénico a partir de CO, y agua. Sus principales productos son
glucosa, almidén y celulosa, ademés de producir O por descomposicién def
agua. La fotosintesis puede dividirse en dos procesos conocidos como fase
luminosa y fase obscura (o procesos secundarios), En la primera se producen
0Og, NADPH, y ATP. Los dos Uitimos compuestos son ulilizados en la fase
obscura para reducir el CO, ambiental y transformarlo principalmente en
carbohidratos.

La magquinaria enzimalica de! procesc de fotosintesis se localiza en
unos organelos conocidos como cloroplastos (Fig. 3.1). En las plantas
superiores, estos organelos son cuerpos elipsoidales verdes con un diametro
de 4 a 10 ym y de 2 a 3 um de ancho. Cada uno se delimita del citoplasma por
una envoliura de dos membranas que contienen a la matriz hidrofilica o
estroma, el cual posee DNA, ribosomas, plastoglébulos, aminoacidos,
nucledtidos, acidos orgdnicos, carbohidratos, iones y por lo menos 200 tipos’
de proteinas.

Dentro del estroma hay una serie de sacos llamados tilacoides, los
cuales se acumulan en pilas llamadas grana que estén interconectadas con
membranas llamadas interlamelas(9). Las células de plantas superiores
generalmente tienen entre 50 y 200 cloroplastos cada una.

La membrana tilacoidal contiene lipidos y proteinas en proporcion
aproximada de uno a uno. Esta contiene principaimente glucolipidos y
lipoproteinas formando generalmente complejos con la clorofila (Tabla 3.1). La
fase luminosa de |a fotosintesis se lleva a cabo en las membranas tilacoidales,
mientras que las enzimas que fijan el CO5 y lo reducen, se localizan en el
estroma.
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) _~—~._ Estroma Grana

f Plastoglobulos

Doble membrana
extema

Figura 3.1, Representacion de la estructura de un cloroplasto.

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

Lipidos. % en peso, moles { 100 moles de clorofila.
Clorofila 20-22 100
Carotenoides 3 22
Galactolipidos 40-50 200-300
Sulfoquinovosil diglicérido ) = 5 20-25
Fosfatidil glicerol =5 20-30
Plastoquinonas =3 20
No identificados =12
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B. REACCIONES LUMINOSAS DE LA FOTOSINTESIS.

|. GENERALIDADES.

Primero, la luz es absorbida por pigmenfos antena (clorofilas y
carotenos) y transferida a centros de reaccién fotoquimicos. A continuacion se
lleva a cabo un transporte de electrones desde agua hasta NADP* a través de
una serie de componentes multienziméticos. Acoplada a estos sventos, esté la
formacién de un gradiente de protones a través de la membrana tilacoidal, el
cual es ulilizado parala fotofosforilacion del ADP con ortofosfato catalizada
por laH+-ATPasa.

El poder reductor de! NADPH producido se utiliza directamente para
los procesos secundarios, mientras que la diferencia de potencial
electroquimico de protonies se convierte en ATP que ahora serd utitizado en la
fijacién de CO,. De esta manera, la intervencidn de los pigmentos antena, el
transporte de electrones y el potencial electroquimico generado, estdn
acoplados entre st.

Cada cadena transportadora de electrones se considera como una
unidad fotoquimica o fotosistema y se compone de proteinas, acarreadores
de electrones, pigmentos antena y un centro de reaccion. En las plantas
superiores se conocen dos fotosisternas: el fotosistema | (FS!) y el fotosistema
1{FSI).

Il. CAPTACION DE LUZ.
En las plantas superiores la luz es absorbida por unos pigmentos

especificos entre los cuales se encuentra ia clorofilaa y 1a clorofila b {Fig.3.2).
Los otros pigmentos de importancia que existen son los carotenocides.

10
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Figura 3.2. Estructura de la clorofila donde Y = CHy y CHO para la clorofilaa y b
respectivamente.

Las clorofilas y carotenoides conocidos como pigmentos antena tienen
la funcion de absorber luz y canalizar su energia a los centros de reaccidn.
Estos centros contienen moléculas de clorofila formando generalmente
dimeros. Ahora bien, cuando una molécula de clorofila absorbe un cuanto de
uz, esta eleva su energia y desplaza uno de sus electrones a un nivel
energético mayor. La molécula puede disipar esa energia por diferentes
mecanismos (11), siendo los mas importantes:

1) La transferencia de su energia a otra molécula de clorofila cuando
su electrdn excitado cae al estado basal; entonces esta energia se utiliza para
elevar al estado excitado a un electrén de una moiéeula vecina. El mecanismo
preciso es muy complejo y en parle depende de la distancia entre las
moléculas; asl, la eficiencia de transferencia es casi del 100% cuando las
clorofilas estan a 2.5 nm, y decrece en un 50% a 7.5 nm. Los pigmentos
cosechadores de 1uz disipan su energia de esta forma. Los fotones absorbidos
pasan de una molécula a otra hasta que alcanzan a los pigmentos de los
centros de reaccion.

B
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2} Una motécula de clorofila excitada puede regresar a su estado basal
realizando trabajo en una reaccién quimica que generalmente involucra la
pérdida de un electron de la molécula de pigmento. La clorofila de los centros
de reaccién disipa su energia de esta forma. Se conocen dos centros de
reaccién en las plantas superiores, Pggg ¥ Pygg para el .FSIl y el FSI
respactivamente. La pérdida de un electrén en la clorofila deja una carga neta
positiva que se cubre con un electrén proveniente de alguna molécula
donadora. En el FSHl los electrones provienen de la oxidacion del agua,
mientras que en el FSI la donadora de electrones es la ptastocianina (Fig. 3.3).

H0

120, + 2H*

Figura 3.3. Se presenta la manera en que estan conectados los dos fotosistemas y
los centros de reaccién en la cadena redox.

L. TRANSPORTE DE ELECTRONES.

La transferencia de electrones de agua a NADP involucra un gran
nimero de componentes multienzimaticos. La secuencia en que estos operan
sa representa en el esquema Z de la figura 3.4 (11).

Cuando el centro de reaccién del FSIl interacciona con la luz, se
genera un estado Pgag™ que debe regresar a Pggg para continuar con las
fotorreacciones. La reduccion de Pggg* se lleva a cabo cuando el agua cede

" electrones mediante la siguiente reaccion:

2H,0 +hv——» 4H++ 0, +4¢

12
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El complejo de fotdlisis del agua contiene in vivo por lo menos 20
polipéptidos (72). El sitio de oxidacién del agua esta formado por cuatro iones
Mn con numeros ds oxidacién que varian entre 2+ y 4+ durante el procaso de
descomposicidn del agua, 2 a 3 iones Ca2* y varios cloruros.
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™ %oz+zﬂ‘

cytf.

"\l
tY
PJFn
R
{AB]
¥
Fd
& Fg-OR - NADP™
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2 ANADPH+H"
2
- Pcrlp .-nv;\
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Figura 3.4. Esquema Z del transporte de electrones en la fotosintesis. La feofitina es
un derivado de la clorofila a que carece del magnesio central; Qa; Qg y I3
plastoquinona (PQ) son quinonas. De PQ los electrones se transfieren a un complejo
que contiene citocromo f, citocromo bsgs y una proteina Fe-S; La plastocianina (PC),
es una proteina que tiene cobre en su sitio activo. A1 es una clorofila que se une
débilmente a Pygq, mientras que las proteinas P43g, Ay B ([AB)) y la ferredoxina (Fd)
tienen Fe-S en su sitio activo. Esta iltima reduce al NADP* del estroma en una
reaccion catalizada por la femedoxina:NADP* oxidorreductasa.

13



3. Antecedentes.

V. GENERACION DEL POTENCIAL ELECTROQUIMICO Y SINTESIS DE
ATP.

1. HIPOTESIS QUE EXPLICAN LA SINTESIS DE ATP.

Existen varios modelos que explican la forma en que el fransporte de
electrones se acopla a la sintesis de ATP en mitocondrias, cloroplastos y
bacterias. Los mas impertantes se enlistan a continuacion:

Hipétesis de fosforilacién de E. C. Slater. (13)

Se propone la formacién de un intermediario de alta energia. La
ruptura de su enlace se acopla a la formacion de ATP mediante el siguiente
mecanismo:

AHy +B + C === A~( +BH,
A~C + ADP + HyPOy === A +C + ATP

Donde AH, y B son miembros adyacentes de la cadena respiratoria y C es un
componente requerido para su interaccion. Sin embargo, al paso de los afios
no se pudo identificar al intermediario de alta energia y esta hip&tesis fué
reemplazada por otros modelos.

Hipétesis quimiosmética de Mitchell. (14)
Este modelo se basa en los siguientes puntos:

= la cadena de transporte de electrones tiene una distribucion
asimétrica en la membrana de tal forma que se acopla a una transtacacién ds
protones (bomba primaria de protones), dando lugar a un gradiente
electroquimico de protones que contiene dos paries. un potencial de
membrana (A¥) y un ApH, y que se define de acuerdo a la siguiente ecuacién:
(15)
Aupr = FAY - 2.3RTApH

14
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Esta fuerza protoén 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
)

ADP%-Pi/1

Figura 3.5. Circuito de pretones en membranas transductoras de energia.

= Para el acoplamiento quimiosmético se requiere que la membrana
sea impermeable a los H*.

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

= El acoplamiento de la fosforilacién al transporte de electrones causa
un estres mecanico y eléctrico considerable a través de ia membrana, de tal
forma que el acoplamiento se afecta y varia. Es de esperarse hinchamiento o
encogimiento de la membrana acompaiiando a la actividad del sistema.

Esta hipdtesis contiene postulados adicionales que tienen relacién con
la estequiometria y mecanismos precisos de sintesis de ATP. Sin embargo los
puntos anteriores son los fundamentales. De hecho, esta hipdtesis es en la
actualidad aceptada en general como el mejor modelo para explicar la
transduccién de energia en fas biomembranas, y ha llegado a ser el dogma
central do la bioenergética, aunque adn es motivo de debate la estequiometria
del transporte de protones y |a reaccidn catalitica de la bomba secundaria, asi
como el mecanismo preciso de fosforilacién dej ADP.

15
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Modelo de! cambio conformacional de Boyer. (18)

Este modelo presenta otra allernativa a través de la cual el App*
puede utilizarse en ta sintesis de ATP: Al formarse un A¥ y un ApH, se
favorece el movimiento de grupos cargados de la membrana de un lado a otro
de fa misma; estos grupos podrian ser carboxilos en una proteina.

Ahora bien, si el movimienlo de estos grupos se asocia a cambios
conformacionales en la ATPasa, la afinidad del ADP, Pi y ATP por el sitio
catalitico se modifica dando como resultado la sintesis de ATP.

Hipétesis de Westerhoff et al. del acopiamiento de mosaico proténico
localizado. {17) -

En la hipdtesis quimiosmatica las fases acuosas donde los protones se
translocan son homogéneas y por lo tanto existe una difusidn libre de estos
protones en loda el medio acuoso, Este modelo se basa en los postulados
bésicos de la hipdtesis quimiosmotica, pero en esta propuesta los protones no
se difunden fibremente desde su sitio de transtocacion hacia el resto de la fase
acuosa en el organelo, sino que permanecen en una regidn cercana a la
bomba primaria de H*y a la ATPasa, y como consecuancia, cada sitio de
acaplamiento en la membrana actUa independientemmente.

2, GENERACION DEL GRADIENTE DE PROTONES.

Los componentes de la cadena transportadora de electrones se
encuentran distribuidos de manera hetercgénea en el espesor de la membrana
tilacoidal de acuerdo a la figura 3.6. Como resultado de esta distribucion, el
movimiento de electrones ocasiona un flujo de protones hacia el interior del
tilacoide generando un Apy*.

La oxidacion de dos moléculas de agua libera cuatro protones dentro
del tilacoide. Cuando dos electrones llegan a PQ, esta toma dos protones del
estroma y se reduce a plastoquinol (PQHy). 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 multienzimatico que se encarga de sintetizar ATP a
partir de ADP y Pi como resultado del acoplamiento con el transporte de
electrones. Esta enzima se [ocaliza en la membrana tilacoidal y esta formada
de dos partes: '

=Una porcién hidrofébica conocida como CFg que se encuentra
embebida en la membrana y que al parecer funciona como canal especifico de
salida de protones durante la aclividad de la ATPasa. Se han identificado 3
subunidades conocidas coma 1, I, y 111.(18).

=Una porcidn hidrofilica conocida como CFq que se localiza en fa
superficie estromal de Ja membrana. Esta parie se compone de 5 subunidades
diferentes con estequiometria asfizyse (19). CF4 es la enzima que cataliza la
sintesis de ATP en respuesta al ApH generado al iluminar a los cloroplastos.
La enzima sufre entonces un cambio conformacional respecto a las
subunidades y y € que al parecer participan en su activacion (20). El sitio activo
se localiza en fa subunidad p o entre a.y P. (21)

Estioma NADP
» 1 F

reduc
Q
, 225 —vpq—
Membrana

titacoldal ‘ ’
Peso
PQe—T— FQH,

HO % 0,+ 2H" 2H*

Interior

CFo

Figura 3.6. Distribucion de los intermediarios de la cadena de transporie de
electrones en la membrana tilacoidal.
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3. Antecedentes.

C. COMPUESTOS QUE AFECTAN A LA FOTOSINTESIS.

Existen compuestos que pueden afectar |as reacciones luminosas de
la fotosintesis de diferentes maneras. Estos compuestos se clasifican de la
siguiente forma: (22)

I, INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES.

Estos compuestos inhiben el transporte de electrones en presencia y
ausencia de ADP y Pi o en presencia de NH4C! como desacoplante, asi como
la sintesis de ATP al afectar a uno o mas intermediarios de la cadena
fotosintética. En la tabla 3.2 se presenta una lista de tos inhibidores mas
estudiados.

Tabla 3.2. Inhibidores de 1a fotosintesis.

Inhibidor Sitio de accién Referencia
Hidroxilamina Fotdlisis del agua 23,24

Tris

DCMU Entre Qa y Qg 25

DBMIB PQ 22

EDAC Entre PQ y Cit f 26

KCN PC V1

DSPD Complejo ferredoxina | 26

Il. INHIBIDORES DE LA TRANSFERENCIA DE ENERGIA.

Son compuestos que afectan directamente a ia enzima que se encarga
de llevar a cabo la fotofosforilacién al interferir con la actividad catalitica de
CF4 o CFp. Esta inhibicién no tiene efeclo sobre la velocidad de transporte de
electrones en ausencia de ADP y fosfato y con desacoplantes, asi como ta
magnitud del gradiente de protones. Algunos ejemplos son NEM (28), DCCD
(29) y Dio-9 (30).



3. Antecadentes.

itl. DESACOPLANTES.

Son compuestos que eliminan el acoplamiento que existe entre el
transpote de electrones y fa fosforilacion; no inhiben el transporte de
electrones pero la sintesis de ATP es sensible a estos compuestos ya que
disipan el gradiente electroquimico de protenes. De acuerdo a la hipdtesis
quimiosmatica, los desacoplanles son dcidos débiles y lipofilicos que colapsan
¢l potencial electroquirnico de protones al transferirlos de un lado al otro de la
membrana transductora de energia. Los compuestos que desacoplan de esta
forma se conocen como protondforos. Aunque los desacopiantes se han
utilizado ampliamente, su mecanismo de accién detallado no se conoce con
precisidn. El modelo mas simple es el que muestra la figura 3.7 (31) y se basa
en el esquema original de Mitchell.

- +
et
H* l» Ht
H——H
Mernbrana

Figura 3.7. Mecanismo protondforo para desacoplantes que son acidos débiles: La
forma anidnica del desacoplante se adsorbe en la interfase membranal y se protona

para formar la especie nestra. Esta cruza la membrana y fibera el protén en la fase .

acuosa para formar la especie basica la cual se mueve hacia 1a interfase membranal
positiva. De esta forma se ciefma el circuito protondforo dando como resuitado fa
disipacion def ApH.
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3. Antecedantes.

Los desacoplantes estimulan el transporte de electrones en ausenciay
presencia de ADP y Pi, abaten el ApH, el AY y la sintesis de ATP, estimulan la
hidrélisis de ATP y eliminan el efecto de los inhibidores de la transferencia de
energla (32).

Sin embargo, existen compuestos que no tienen un grupo &cido y que
también inducen desacoplamiento, aunque son menos potentes que los
pratondforos y requieren concentraciones mayores. Tal es el caso de algunos
compuestos catidnicos e hidrofébicos como los colorantes tri-S-C4 y tri-S-Cy y
el complejo (o-fenantrolina)z-Cu2+ que requieren Pi para desacoplar la
fosforilacion oxidativa, y que modifican una proteina de 29 KDa presente en la
H*-ATPasa de mitocondrias de higado de rata (33).

Hay compuestos que inducen desacoplamiento que practicamente no
afacta al Apy+ medido en mitocondrias y cloroplastos. Tal es el caso de
algunos dcidos grasos y detergentes no ibnicos (34) , que probablemente
disipan sélo a los protones que estdn ocluidos en las regiones de la membrana
cercanas a la ATPasa o bomba secundaria.

V. ACEPTORES DE ELECTRONES.

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

Algunos compuestos como el Diquat o el metilvicldgeno interfieren con
el aceptor del PS! y presentan actividad herbicida dando como resultado la
desviacidn del transporte de electrones de su camino natural (36).
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4. Materiales y métodos.

MATERIAL BIOLOGICO.

Se trabajd con hojas de plantas de chicharo (Fisum salivum) de la
variedad Perfection. Se utilizaron lotes con tres a cuatro semanas de
crecimiento con un fotoperiodo de 10 horas.

AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS.

El proceso de aislamiento da cloroplasios debe llevarse a cabo en frio
y en la obscuridad. Los cloroplastos aislados de esta forma se emplearcn en
todos los experimentos realizados excepto en la prueba de fa actividad de Ja
Mg2+-ATPasa, Los cloroplastos clase 1 (cloroplastos con la doble membrana
externa integra) se aistaron a partir de 30 g de hojas de chicharo; estos se
lavaron con agua destilada y se homogeneizaron por 5 segundos en un vaso
de lictadora con 150 mi de un medio que cantiene sacarosa 400 mM, MgCls
5mM, KCi 20 mM v tricina 30 mM a pH 8. Este homogenado se filird con 20
capas de gasa previamente humedecida con el medio de aislamiento. Ei
filtrado se centrifugé a 4000 rpm por 5 minutos a8 4°C en una centrifuga
Beckman modelo J2-21 en un rofor de angulo fijo JA-20. Ef sobrenadante se
elimind y los cloropastes se resuspendieron en unc o dos mi de medio de
aisfamiento. Antes de comenzar fos experimentos los cloroplastos se dejaron
reposar en la obscuridad durante una hora.

DETERMINACION DE CLOROFILA.

La clorofila se cuantificé de acusrdo al método de Amon (37). Se tomé
una alicuota de 50 pt de cloropiastas y se aforé @ 5 ml con acetona al 80%.
Esta solucién se mantuvo en la obscuridad por 5 minutos para permitir la
extraccidn y sofubitizacién de la clorofila.

A continuacion se cenfrifugd a 2000 rpm por 5 minutos en una
centrifuga clinica con el fin de sedimentar proteinas y otros residuos de los
cloroplastos. Al sobrenadante se fe tomaron lecturas de absorbancia a 663 nm
y 645 nm en un espectrofotdmetro Beckman modelo DU 7000.
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4. Materiaies y métodos.

El contenido de clorofila total en las muestras se determina de acuerdo
a la siguiente férmula:

{Chl] = 8.05Agg3 + 20.29Ag45 [Chl} = pg Chiimi

EVALUACION DE LA VELOCIDAD DE TRANSPORTE DE ELECTRONES.

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

2Hp0 - Og + 4H* + 4e”

se pueden correlacionar ambos eventos. la evolucion de oxigeno se
determind con un oximetro YS} modelo 5300 y con un electrodo de Clark. E!
oximetro se conectd a un registrador grafico Beckman.

Se emplearon 3 ml de un medio de reaccion que conliene sacarosa
100 mM, MgCly 5 mM, KCI 10 mM, tricina 15 mM (pH 8) y el volimen de
cloroplastos equivalente a 60 ng de clorofila. Es importante observar que el
medio tiene una esmolaridad mas baja que fa del medio de aislamiento. Esto
provoca que la membrana extema de los cloroplastos se rompa (cloroplastos
clase 11), dejando en solucién a la ferredoxina {38) en el momento del ensayo.
Por esto es necesario adicionar al medio un aceptor de electrones artificial; se
empled metil violdgeno 50 pM, el cual acepta electrones a nivel de los centros
Fe-S del FSI (36).

Los cloroplastos a 25°C y bajo agitacién se iluminaron con una
lampara de proyector de 250 Watts. El haz luminoso se hizo pasar a {ravés de
una botella plana con CuSO4-5HZ0 al 2% (lente de Izawa) que sirve como
filtro luminoso y de calor. La velocidad del flujo de electrones se cuantificd al
adicionar al medio sin MV 10 pl de una solucién de Ka[Fe(CN)g] 40 mM como
aceptor final de electrones y al iluminar a los cloroplastos por un minuto.
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4, Materiales y métodos.

En este experimanto se manejaron tres condiciones experimentales:

T. e. Basal: Medio de ensayo descrito anteriormente.
T. e. Fosforilante: ~ Medio basal + ADP 1mM + Pi 3mM
T. e. Desacoplado: Medio basal + NH4Cl 5mM como desacoplante.

CAPTACION DE PROTONES.

El transporte de iones, particularmente de protones, estd asoctado a la
transferencia de electrones y a la transduccion de energia en el cloroplasto,
asl que para medir el transporte de protones en la membrana tilacoidal se
empled la técnica reportada por Dilley (39). Se registraron los cambios de pH
en la solucién con cloroplastos con un potencidmetro Corning Modelo 12 de
escala expandida al cual se conectd un registrador grafico y un electrodo
combinado marca Qrion.

Con agitacién constante se iluminaron 3 m! de medio que contiene
sacarosa 100 mM, MgCl, SmM, KCI 100 mM, Tricina 1 mM (pH 8), MV 50 uM y
el equivalente a 60 pg de clorofila con una ldmpara de proyector de 250 watts
a través de una lente de Izawa. El cambio de pH se cuantificd al adicionar al
medio de reaccion 20 pl de solucion estandar de KOH 0.01M en presencia de
cloroplastos sin iluminar,

sINTESIS DE ATP.

Ademas de medir la captacion de protones de los tilacoides, Ia técnica
anterior puede servir para medir la velocidad de fotofosforilacion en los
cloroplastos, ya que se sabe que a pH 8 se consume ifreversiblemente un
protdn por cada molécula de ATP sintetizada mediante la siguiente reaccién:

ADP¥ + HPQO42- + H* = ATP4 + Hy0 (40, 41)

El medio de reaccion tiene la misma composicion que el empleado
para medir |a captacién de protones, pero ademas tiens ADP 1mM y KoHPO4
3ImM. La téenica experimental es igual a la citada anteriormente.
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4. Materiales y mélodos.

ACTIVIDAD DE LA Mg2*-ATPasa

CF4 tiene una actividad de ATPasa latente, por ello es necesario
activar a la enzima para que hidrolize ATP. Esta activacion puede llevarse a
cabo modificando a la subunidad v, la cual tiene un puénte disulfuro que esta
relacionado con dicha activacién tanto para la sintesis como para Ia hidrélisis
de ATP. Al iluminar los cloroplastos se genera un ApH que causa un cambio
conformacional en la enzima y de esta manera se expone el puente disuifuro
de y a agentes reductores. En el interior del cloroplasto el reductor es un grupo
ditiol que se encuentra en la tiorredoxina, una proteina que sirve como
donadora de elacirones en varias reacciones. Esta proleina es reducida al
iluminar los cloroplastos a través del sistema ferredoxina-tiorredoxina
reductasa. Aparentemenite [a tiorredoxina se aproxima lo suficiente para formar
un comnpléjo intermotecular con CF4 duranie 1a activacién reductiva del puente
disulfuro en y, aunque atin es desconocida la manera en que esta se compleja
con CFq en fa membrana. La subunidad e aparentemente presenta
impedimento estérico para que la tioredoxina se acerque a y, siendo el
inhibidor natural de la ATPasa (42).

El método que se empled para cuaniificar la actividad de la Mg2*-
ATPasa es el reportado por Mills et al. (43).

Aislamiento de cloroplastos.

Se homogeneizaron plantas de chicharo en un medio con sorbitol 350
mM, acido ascérbico 5 mM y MES 20 mM (pH 6.5).

El homogenado se centrifugd a 4850 rpm durante 60 segundos vy la
pastilla conteniendo a los cloroplastos se lavé con medio de resuspensién que
contiene sorbitol 350 mM, EDTA 2 mM, MgCly tmM, MnCl, 1 mM y HEPES 50
mM (pH 7.6). Los cloroplastos se resuspendieron en la minima cantidad de
medio y se determind la clorofifa.
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"4, Materiales y métodos.

Activacién de CFp-CFq_
El medio que se empled tiene la siguiente composicion:

1. 250 pl de sorbitol 1.2 M y tricina 100 mM (pH 8).
2.. 650 ui de MgClp 5 mMy tricina 15 mM (pH 8).
3.. 100 pl de cloroplastos con 0.3 mg de clorofila aproximadamente.

Este medio se ilumind dos minutos con una ldmpara de proyector de
250 watts a través de una lente de lzawa.

Medicién de Ia hidrélisis de ATP.

Inmediatamente después de iluminar dos minutos se tomé una alicuota
de 100 pi de ia suspension de cloroplastos activados y se adicionaron a 0.9 ml
de un medio que contiene MgCly 2 mM, NH4Cl 1.1 mM, ATP 2.2 mM, KC! 50
mM y tricina 15 mM (pH 8). Se agitaron por un minuto en obscuridad y se paré
la actividad de ATPasa con 500 pl de TCA al 10%. El medio de reaccién se
centrifugd por 5 minutos a 2000 rpm en centrifuga clinica para eliminar el
precipitado y determinar el fosfato liberado en el sobrenadante.

Cuantificacién de fosfato,

Se hizo mediante el método colorimétrico de Sumner (44): A 1.4 ml del
sobrenadante se agregaron 250 ul de Molibdato de amonio al 6.6% y 400 pl de
agua destilada, A continuacion se agregaron 250 pl de &cido sulfirico 7.5 Ny
se agitd [a mezcla suavemente para formar el dcido fosfomolibdico. Este se
redujo con 200 pl de una solucién acidulada de sulfato ferroso al 9.8% para
desarrollar un color azul. La mezcla se dejd reposar 20 minutos y la
absorbancia se midié a 660 nm. Se hizo una curva de calibracién con KHaPO4
seco.
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4. Materiales y métodos.

SOLUCION DE GOSSYPOL.

Se trabajo con gossypol-dcido acético obtenido de IC! Biochemicals.
Debido a su baja solubilidad en agua fué necesario preparar una solucién del
compuesto en una mezcla de DMF y propilénglicol en proporcién uno a uno.
Es importante mantener esta solucion a 4°C y en la obscuridad para evitar una
descomposicién prematura del compuesto. El volimen de solucion que se
empled en los experimentes fué menor al que presentaba efecto sobre las
diversas actividades fotoquimicas.

EXTRACCION DE GOSSYPOL CON OCTANCL.

Se prepararon soluciones acuosas de gossypol en un medio que
contiene sacarosa 100 mM, KC110 mM, MgCla 5 mM y tricina o MES 30 mM de
acuerdo al pH de trabajo. El gossypol se exirajo con un volimen igual de
octanol, agitando vigorosamente durante un minuto en una campana de
extraccién. Las dos fases se separaron por centrifugacién a 2000 rpm en
centrifuga clinica durante 5 minutos y se obtuvieron espectros UV-visible del
gossypo! en la fase orgénica.

DETERMINACION DEL pKa DEL GOSSYPOL.

Se prepararon soluciones de gossypel en un medio que contiene
HEPES, MES, TES o tricina 30 mM de acuerdo al pH de trabajo, y se ajustd la
fuerza iénica con KCI 50 mM. Se hicieron barridos UV-visible de [as soluciones
de gossypol a diferentes valores de pH. Los datos se alimentaron a dos
programas de computacién conocidos como TRIANG y SQUAD (45).

El primer programa estima la cantidad de especies que absorben
radiacién en el sistema a partir de los datos de absorbancia en funcion de la
longitud de onda y del error en ias lecturas de transmitancia (AT).

Al aiimentar al programa SQUAD los datos espectrofotométricos, el pH
de cada solucién, la concentracion de las mismas y la cantidad de especies
que absorben, este puede estimar el {los) pKa de la especie, asi como los
cosficientes de absortividad molar de 1as especies que absorben.
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S, Discusién de resultados.

|. TRANSPORTE DE ELECTRONES.

En !a figura 5.1 se muestran los trazos obtenidos al medir [a velocidad
del transporte de electrones de agua a MV cuando los cloroplastos son
iluminados durante un minuto. Se encontrd que en la actividad basal una
concentracion 20 pM de gossypol induce un incremento en la velocidad del
transporte del 102.4%.

Si se considera que la transferencia de electrones y la fosforilacidn
estdn "acopladas”, es de esperarse que no haya sintesis de ATP si no hay
transporte de electrones en cloroplastes. De igual manera, no deberfa haber
transporte de elecirones si no hay ADP y Pi en el medio de reaccion para
permitir la fosforilacion simultdnea. Sin embargo, los cloroplatos aislados
siempre presentan algo de actividad residual (t.e.basal) debido probablemente
a imperfecciones en el sistema membranal causadas por el proceso de
aistamiento. 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 observd una actividad basal que es sensible a! gossypol.

Cuando se tiene ADP y Pi en el medio la velocidad de transporte de
electrones es estimulada un 103.3% por gossypol 20 pM. Esta estimulacion es
similar a la inducida por el compuesto en el transporte de electrones basal.

El flujo de electrones por PQ es el paso limitante del transporte de
electrones de acuerdo a la reaccién (10):

OH o
+ 2wl Fe*) gm + 20HWEFe?) + 2HY,

OH 0

PQH, PQ
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§. Discusion de resultados,

_ Estareaccién es sensible al pH, ya que la concentracion de protones en
el interior del tilacoide influye en la posicion del equilibrio de la reaccidn. Asl,
los compuestos quimicos que hacen a la membrana permeable a protones o
que actian como transportadores de H*Y (desacoplantes) permitiendo la
disipacion del ApH, inducen un incremento de [a velocidad de oxidacién de PQ
(10), que puede alcanzar su maxima velocidad. Por lo tanto, los datos
encontrados en este trabajo sobre la estimulacion del gossypol en el ransporte
ds electronas basal y fosforilante sugieren que este compuesto puade estar
actuando como desacoplante.

Cuando el sistema de flujo de electrones esta previamente desacoplado
con NH4Cl 5 mM se observa que el gossypol 20 uM induce inhibicién en un
53.7%. Este efeclo es mas pronunciado de lo que se esperaria para el
gossypol o cualquier desacoplante cidsico. Este hecho se discutird mas
adelante.

Ji
Goss
‘ ch oo
A _hf
Goss
Chl+ADP+Pi hy
B -hy
Goss l
Chi+NH,Cl SmM 0.5eq 0,
[
——
1min.

Figura 5.1. Transporte de electrones basal {A), fosforilante (8) y desacoplado (C) de
HpO a MV en presencia de gossypol 20 iM a pH 8.
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" 5, Discusién de resuttados.

Se estudid et comportamiento del gossypol en presencia de algunos
inhibidores de 13 transferencia de energia. En ia figura 5.2 se muestran los

trazos obtenidas al medir la velocidad de fransporte de electrones de agua a
MV en presencia de DCCD.

0.1peq O,

1 min.
Chi+ADP +Pi

Figura §.2. Transporie de electrones de Hy0 a MV en presencia de DCCD 67 uM y
de gossypol 15 uM apH 8 y 25 °C,
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5. Crscusion de resuttados.

En presencia de un inhibidor de la transferenca de energia, la
estimulacion del transporte de electrones y del flujo de protones asociado a la
fotofosforilacion disminuird debido a la inhibicion de CFg o CFq. E! DCCD
bloquea grupos carboxilos de un proteolipido de CFg que tiene capacidad para
traslocar protones a través de la membrana. Este compuesto bloqueard el
paso de los mismos y la utilizacion del ApH para sintetizar ATP (29): Es por
esto que el DCCD inhibe el transporte de electrones casal en un 60%
aproximadamente, auque no afecta al transporte de electrones desacoplado.
Esta inhibicion se pierde al adicionar gossypol 15 uM, y se obtiene no sélo la
recuperacién de la actividad del control, sino una estimuiacién adicional del
103% como Ja esperada de acuerdo a los resultados de la figura 5.1. Se
encontrd que en condiciones fosforilantes este compuesto inhibe el transporte
de elsctrones en un 40% aproximadamente, y que el efecto se revierte cuando
se adiciona gossypol al medio, con una estimulacién adicional del 127%
respeclo al control. Por ofro lado, se observo que en presencia de gossypol, el
transporte de electrones basal y fosforilante no es afectado por DCCD.

Adicionalmente a estos experimentos se empled florizina como inhibidor
de la transferencia de energia que aclua a nivel de CF4, y que aparentemente
inhibe la fotofosforilacidn al interferir con la utilizacion de Pi (46). Este
compuesto no presenta efecto en el t. e. basal y desacoplado, mientras que el
t. ©. fosforilante es inhibido en un 85% aproximadamente. Si se adiciona
gossypol 15 UM al medio, esta actividad se recupera con una estimulacion
adicional del 115%.

Todos estos trazos se hicieron con NH4Cl 5SmM como desacoplante en
vez de usar gossypol y se encontrd el mismo comportamiento. En la tabla 5.1
se muestra el comportamiento del gossypol y del NH4Cl en presencia de
DCCD y florizina. Estos resultados apoyan la sugerencia de que el gossypol
actda como desacoplante de la fotosintesis.
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5. Discusién de resullados.

Tabla 5.1. Efecto de desacoplantes sobre el transporte de
electrones de H,O a MV como aceptor de electrones en
presencia de DCCD 67 pM o de florizina 2 mM

Experimento con peq e/mgChl hr (% del Control)
orden de adicién. | Gossypol 15 uM NH4CI 5mM
Experimento |

Chi 262.1 (100) 272.4 (100)

+DCCD 106.2 (40.5) 108.3 (39.9)

+ Desacoplante 531.0 (202.9) 6811.72 (227.1)
Experimento Il

Chl 258.6 (100) 268.7 (100)

+ Desacoplante 379.3 (146.7) 662.1 (246.3)

+DCCD 362.8 (148) 679.3 (215.6)
Experimento Ili

Chi+ 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

Chi + 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)

+ Desacoplante 874.1 (215.1) 1022.2 (230.6)

El DCCD inhibe la salida de prolones a través de CFg para sintetizar
ATP, por lo tanto se inhibe el transporte de eleclrones basal y fosforilante. Si
en el medio ahora hay un desacoplante, habra una recuperacion de la salida
de protones hacia el estroma, solo que esta vez sera inespecifica. Habra
transporte de electrones basal y fosforilante, pero no habra sintesis de ATP.
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5. Discusion de reSuhados.

En el caso de la florizina no se observa inhibicion en el transporte de
electrones basal y desacoplado ya que actlia directamente sobre CF4, asi que
ol efecto sélo se observard en presencia de ADP y Pi. Al adicionar gossypo! al
medio se revierte el efecto de [a florizina por las razones expusstas
anteriormente.

En la figura 5.3 se muesira el efecto del gossypol a diferentes
concentraciones sobre e! 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 Hz0 a MV
basal (#), fosfarilante () y desacoplado (m) a pH 8 y 25°C.



5. Discusién de resultados.

Se encontrd que entre 7 y 20 uM 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 patrén
bifésico no es idéntico en ambos casos. Este tipo de comportamiento se
observa comunmente en los desacoplantes clasicos en que inicialmente hay
una estimulacién del transporte de eleclrones y a mayores concentraciones
hay una inhibicién debida a la interaccion de estos compuestos con
intermediarios de la cadena redox fotosintética. .

Sin embargo, este tipo de desacoplantes por lo general no presentan
una inhibicién drastica sobre el transporte de electrones desacoplado como la
que induce el gossypol. En presencia de NH4CI 5SmM es de esperarse incluso
una ligera estimulacion del transporte de electrones si e! desacoplante es méas
polente que el NH4Cl o en todo caso, es comtn observar una inhibicién
méxima de esta actividad del 20 %.

Es importante hacer hincapié en lo que sucede en la region de bajas
concentraciones de gossypol, entre Gy 7 uM, en que se observd una inhibicion
del 20 al 25% sobre ef 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 clasico sobre el fransporte de electrones desacoplado, sugiere
que si bien este compuesto puede estar actuando como desacoplante, su
efecto no es puro, sino que induce por ofro lado un efecto como inhibider de la
cadena fotosintética. Esta sugerencia es apoyada por el comportamiento
observado en el transporte de elecirones en ausencia y presencia de ADP y Pi
entre 0 y 7 pM de gossypol, que nos indica la existencia de una competencia
entre dos efectos, uno de inhibicién 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 patrdn 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
energizacién de la membrana;
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5. Discusién de resuttados.

A bajas concentraciones de gossypol, éste induce una ligera inhibicién
en e transporte de efecirones con y sin ADP/Pi, mientras que si la membrana
se desenergiza con NH4Cl 5mM, no se abserva un efecto de inhibicidn. Si el
transporte de electrones basal y fosforilants esta estimulado por el gossypol, el
sistema previamente desacoplado se inhibe drésticamente.

A continuacién se midié el efecto del gossypol sobre el t. e. basal a
diferentes valores de pH det medio de ensayo (pHax). Se encontré que esta
aclividad 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 Bamberger, Rottenberg y Avron (47),
quienes encontraron que la velocidad de transporte de electranes depende del
pH en el espacio tilacoidal (pH,), con un valor piimo cercano a 5 usando
varios aceplores de electrones como el FeCN, DCPIP, NADP y cit. c. Cuando -
el pHaxt s bajo, inicialmente el pHiy, esté cercano a §. Cuando se genera el A
pH, este valor queda por abajo del optimo y [a velocidad del transporte de
electrones e$ pequefia. Si el pHey es alto (cercano a 8.5), el ApH que se
genera al iluminar a los cloroplastos hace que el pHj, caiga a valores cercanos
al dptimo y {a velocidad de transferencia de electrones es alta. Por otro lado,
se ha encontrado que el potencial redox de fas quinonas y del citocromo 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.



5. Discusidn de resultados.
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Figura 5.4, Efecto del pHyyy Sobre la velocidad del fransporte de electrones basal de
H20 a MV en ausencia de gossypol.

En presencia de gossypol se observé el mismo patrén bifasico obtenido
en el experimento de la figura 5.3 a todos los pHgy ensayados, sin embargo
cada curva presento caracteristicas diferentes. En la figura 5.5 se presenta el
efecto del pHgyt Sobre la  méxima estimulacionde la velocidad inducida por
el gossypol, Se encontrd que aun pH de 6.5 la estimulacién del transporte de
electrones debida al gossypol alcanza un 10800% del control, y al aumentar el
pHext este efecto decrece gradualmente. En la figura 56 se muestra la

influencia del pHgyt Sobre la concentracién de gossypol a la cual se obtuvo
dicha estimulacién méxima,
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5. Discusion de resultados.
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Figura 5.5, Efecto del gossypol sobre la maxima estimulacidn de! transporte de
electrones basal de HyO a MV a diferentes pHgy. La velocidad maxima 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)
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Figura 5.6. Concentracion de Gossypol a la cual se obtiene la maxima estimulacion
del transporte de alectrones a cada valor de pHayt.
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§. Discusion de resuliados.

Nuevamente, a pHgy de 6.5 se requiere la menor concentracién del
compuesto para cbiener la maxima estimulacién de la velocidad de transporte
de electrones, mientras que a pHg,y mayores esta concentracion aumenta, al
igual que & pHgx 5.5.

Es interesante observar lo que sucede con la regidn de bajas
concentraciones de gossypol, entre 0 y 7 M. En el experimento de fa figura
5.3 se enconiré una inhibicion del 20 af 25% de! t. e. basat en esta region de
concentraciones. Al incrementar el pHay, dicha inhibicidn es mas pronunciada,
de tal forma que a pHg,q menor de 7.5 ya no se observa inhibicion alguna en
esta region (Tabla 5.2).

Tabla 5.2, % de estimulacién (+) o inhibicién (-) del control a
diferentes valores de pHgyt a una concentracién S M de gossypal.

PHaxt % del control.
6.5 +7503.1

7.5 +366.7

8 -25.3

8.5 -53.1

Todos estos resultados indican que ef gossypol es un desacoplante mas
potente a pH 6.5, y cuyo efecto disminuye graduaimente at incrementarse el
PHext, al igual que a pH 5.5. Estas resultados pueden deberse a que:

= La velocidad de! transporte de electrones depende no sélo del pHyy,
también del pHgyq vy del ApH. 8i se impone el pHayt con buffer, el pH, seré
solo funcion del ApH que se tenga en el control y a diferentes concentraciones
de gossypol. A valores bajos de pHgy la presencia de este compuesto como
desacoplante abate el ApH generado, de tal forma que el pHi, no cae por
debajo del valor dptimo, mientras que a pHgxt alle, la presencia del gossypol
no permite que el pHi baje a valores cercanos af optima.
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5. Discusién de resutiados.

Cuando el pHgyt @5 de 6.5, |a concentracién requerida de gossypol para
que ef pHj, sea el dptimo es menor, ya que seguramente se requiere abatir
menos el ApH que a ofros valores de pHext. Es de esperar que una parte de la
inhibicién observada en ia figura 5.3.para el t. e. basal y fosforilante se deba a

'este efecto. La velocidad del transporte de electrones de méxima estimulacion
decrece con el pHeyt (Fig. 5.5) debido probablemente a que al aumentar el pH
del medio, el efecto de inhibicidn del gossypol adquiere importancia.

=> A que la especie del gossypol que predomina en la fase acuosa a
pHaxt 6.5 tiene mayor capacidad para desacoplar que la especie presente a
valores de pH més altos o a pH 5.5. Por ofro lado, se han hecho estudios de la
reactividad del gossypol con algunas profeinas, y se ha encontrado que este
compuesto puede reaccionar facilmente con los grupos amino libres que estéan
presentes en estas moléculas a través de reacciones con sus grupos
carbonilo; asi, un efeclo que estd presente, puede ser el debido a la
reactividad del gossypo! frente a las proteinas fotosintéticas que varia de
acuerdo al pH del medio (65).

1i. CAPTACION DE PROTONES Y SINTESIS DE ATP.

La iluminacion de una suspension de cloroplastos pobres en capacidad

amortiguadora induce un aumento importante del pH del medio en ausenciay -

presencia de ADP y Pi como se muestra en la figura 5.7. En el primer caso
(captacién 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 ApH tilacoidal que se genera. En el segundo
caso (Sintesis de ATP), el incremento del pH se debe a que la réaccién de
fotofosfarilacién de una molécula de ADP requiere del consumo de un proton
como se menciono en el capitulo 4.
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$. Discusitn de resuitados,
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Figura 5.7. Incremento del pH observado al iluminar cloroplastos en condiciones
fosforilante o de sintesis de ATP (A) y basal o de captacidn de protones (B) a pH
inicial de 8, usando MV como aceptor de electrones.

El gossypol induce inhibicién tanto de la sintesis de ATP como de la
caplacion de protones (Fig 5.8). Estos datos confirman que el gossypol acta
como desacoptante. Es importante observar que la capacidad del cloroplasto
de traslocacion de protones se inhibe paralelamerte a la sintesis de ATP, de
tal manera que a 15 pM de gossypol ya no hay actividad por parte del
cloroplasto. Estos resuitados indican que este compuesto puede estar
desacoplando con un mecanismo protonéforo, ya que la sintesis de ATP
acoplada al transporte de electrones se ve afectada paralelamente a la
disipacion del transporte vectorial de protones.
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. Discusién de resutados.
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Figura 5.8. Efecto del gossypol sobre la captacidn de protones () y la sintesis de
ATP(0) en presencia de MV a pH 8. La velocidad del control para la captacién de
protones es 40.3 peq H*/mgChl hr y para la sintesis de ATP es 659.4 pmol
ATP/mgChl hr.
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- §. Discusién de resultados,

li. Mg2+-ATPasa.

La actividad de ATPasa de CFp-CF4 es sensible al gossypol cuando
hay potasio en €l medio. En la figura: 5.9 se observa el efecto bifasico que este
compuesto presenta: A bajas concentraciones de gossypol induce una
estimulacion de la hidrélisis de ATP, y después de 15 uM se observa una
inhibicidn creciente de dicha actividad,
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Figura 5.9, Efecto de gossypol sobre la actividad de ia Mg2+-ATPasa de cloroplastos
a pH 8. La velocidad del control es de 164.73 umoles de ATP/mgCht hr.
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5. Discusién de resultados.

Se ha demostrado que los desacoplantes clasicos presentan un efecto
bifasica sobre la Mg2*-ATPasa respecto al tiempo de reaccion en presencia de
estos compuestos y a concentracion de los mismos: inicialmente se induce una
estimulacion de la enzima seguida de una inhibicién de su actividad (49, 51):

= Se considera que la sintesis e hidrolisis de ATP son procesos
inversos que se pueden dar simultdneamente; por lo tanto, para observar una
de las dos reacciones, es necesario que la otra esté inhibida. Durante la
activacion con luz se genera un estado de alta energia que los desacoplantes
disipan. Cuando e! ApH disminuye, el ATP puede hidrolizarse a través del
- proceso inverso a la fosforilacién, Con bajas concentraciones de desacoplante
se inhibe parcialmente cualquier sintesis de ATP dependiente del ApH y por lo
tanto se estimula 1a actividad de ATPasa. Se ha encontrado ademds que una
vez que la enzima esta activada y en presencia de ATP, esta puede captar
protones para contribuir al ApH generado durante |2 etapa de iluminacion; asf
que concentraciones moderadas de desacoplante permitirian que el ApH fuera
el 6ptimo para ia hidrolisis de ATP, y no asi para la fosforilacién (50).

= La inhibicidn observada después de cierta concentracion de
desacoplante puede explicarse como la caida del Apy+ abajo del nivel minimo
requerido para que la enzima retenga su conformacion activa en la obscuridad,
ya que esla aclividad requiere un minimo de energizacién de la membrana
{49). Sin embargo, existe evidencia experimental que sugiere que la inhibicidén
puede deberse a una interaccidn especifica de los desacoplantes con la
enzima (51).

Es importante observar que el patran bifasico es similar al obtenido para
el transporte de electrones. Sin embargo, mientras que el gossypol induce una
estimulacion maxima def t. e. basal y t e. fosforilante del 102%
aproximadamente, esta enzima se estimula en sblo 52.4%. Esta diferencia
puede deberse a que el medio de reaccién propuesto por Mils, et al. (43)
contiene NH4Cl 1 mM aproximadamente, de tal manera que este compuesto
"enmascara” una parte del efecto del gossypo! como desacoplante.
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5. Discusién de resultados.

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 inducia también una inhibicién
del transporte de electrones sensible al pH externo.

Con la finalidad de identificar el sitio de accion del gossypol como
inhibidor de Ia cadena redox, es necesario analizar el efecto del compuesto en
pequedios fragmentos de la cadena fotosintélica. Para ello fueron empleados
donadores y aceptores de elecirones artificiales, asi como inhibidores de la
cadena redox.

El primer paso consistio en identificar si el gossypoal inhibe el FSI o el
FSII. Para estudiar el efecto de este compuesto sobre el FS| se empled DCMU
10 uM (25) como inhibidor de Ia enzima Qg con la finalidad de impedir el flujo
de electrones proveniente det! FSIi, DCPIP 100pM/AscorBato 300 pM (52)
como sistema donador de electrones a nivel de PQ y MV como el aceptor final
de acuerdo al siguiente esquema.

M0 —aa o~ Qg —fsPQ —s Cittit m
DpCMU
|e.

DCPIP

+
Ascorbato

Se encontrd que el t. e. desacoplado del FSI es insensible al gossypol,
mientras que en condiciones basales el compuesto induce una estimulacion
que en una concentracion aproximada de 15 pM alcanza su maximo (212.9%)
como resultado de! desacoplamiento debido a este compuesto (Fig. 5.10).
Estos resultados indican que el FSI es sensible al gossypol como
desacoplante, pero no como inhibidor de |a cadena fotosintética,
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5. Discusidn de resultados.
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Figura 5.10. Efecto del gossypol sobre el transporte de electrones de! FSI en
presencia de NH4CI 5 mM (0) y basal (w) de DCPIP/Ascorbato a MV a pH 8.

A continuacion se midio 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 pM / FeCN 300 pM (53). Para ifnpedir el paso de
los eleclrones hacia el fotosistema | se utilizdé DBMIB 1 uM (54) como se
muestra en el siguiente esquema.
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5. Discusidn de resultados.

DCPIP/FeCN
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Se encontrd que una concentracion de gossypol 25 pM inhibe
totalmente el t. e. desacoplado, mientras que el t. e. basal es ligeramente
menos sensible al compuesto, ya que sélo una concentracion 30 pM de!
compuesto inhibe totalmente esta actividad (Fig. 5.11). Este resultado sugiere
proteccion contra la inhibicién del gossypol por energizacion de la membrana.
Es claro entonces que este compuesto tiene su efecto inhibitorio de la cadena
redox a nivel del FS |}, entre PQ y el complejo de fotdlisis del agua.
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Figura 5.11. Transporte de electrones basal del PSli(s) y en presencia de NH4CI 5
mM (c) de aguaaFeCNapH8.
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5. Discusién de resultados.

A confinuacién se analizé un fragmento mds pequefio del £SII, en que
el donador es agua y el aceptor final es silicomolibdato (SiMo) 200 pM (55).
Para evitar et flujo de electrones mas allé de Qp, se utilizé DCMU 10 pM como
inhibidor de acuerdo al esquema siguiente:

SiMo

e

H,O-—-oPaso———-Feo—%—; QB ——s

DCMU

En la figura 5.12 se muestra e! efecto del gossypol sobre esta parte de
la cadena fotosintética. Se observa una inhibicién dréstica del transporte de
electrones por parte de este compuesto, de tal forma que a una concentracion
20 uM de gossypol va no se detecta ningun flujo de electrones. Estos
resutados indican que el sitio de inhibicidn del gossypol estd entre el complejo
de fotdlisis del agua y 1a feofitina.
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Figura 5.12. Transporte de electrones de agua a SiMo a pH 8. La velocidad del
control es 91.2 peq e”/mgChl kr.

Con el objeto de localizar el sitio donde actia el gossypol como
inhibidor, se estudié un fragmento de la cadena redox mas pequefio en que se
axcluye al centro de fotdlisis del agua inhibiéndolo mediante un tratamiento
con Tris. En este caso, el donador de electrones es DPC 200 uM y el aceptor
final es DCPIP 100 pM (23). Cuando Pggg pierde un electron, este es reducido
por un residuo de tirosina conocido como Yz que forma parte de D1, uno de los
polipéptidos que intervienen en la produccién de oxigeno; entonces, el
complejo de oxidacién del agua, el cual contiene cuatro iones manganeso que
forman un tetrémero, reduce a Yz*(56).
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5. Discusitn de resultados.

Para inhibir al complejo de fotdlisis del agua, los cloroptastos se
incubaron en la obscuridad por 40 minutos con Tris 0.8 M (pH8)a25°C,y a
continuacion 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 tetramero de Mn sea activo; ademds se pierden dos
polipéptidos de 17 y 24 KDa y algunos iones Mn(ll) del complejo de oxidacion
del agua (57).

. DCPIP
Ie'
Tiis
mo%vz—.%&o_—.oA Qg PQ —» Citbf

€

DPC

En la figura 5.13 se observa que esta parte de |la cadena fotosintética no
es sensible a la inhibicién con gossypol, lo cual indica que et sitio de accidn
del compuesto se focaliza en el tetrdmero de manganeso o en alguno de los
polipéptidos necesarios para que este complejo oxide al agua, antes del sitio
de donacién de DPC (58). .

Adicionalmente se empleé metilvioldgeno como aceptor final de'
electrones, y se encontré que la cadena redox en estas condiciones tampoco
era sensible a la inhibicion por gossypol. Inciuso se obtuvo una ligera
estimulacion de esta actividad debida al desacoplamiento producido por el
compuesto. También se midid el efecto del gossypol sobre fa cadena
fotosintética en ausencia de DPC o de cualquier otro donador de electrones en
cloroplastos inhibidos con tris y en presencia de MV. Esta actividad, como era
de esperarse, resuité nula porque no hay donadores de electrones en el
medio, y la adicién de gossypol hasta una concentracién de 50 uM no cambid
esta situacion, lo cual indica que el compueste no presenta efecto como
donador de electrones en esle intervalo de concentraciones.

50



5. Discusitn 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 (). La reduccion del DCPIP se siguié espectrofotométricamente,
yaquela especie oxidada absorbe a 660 nm. La velocidad del control es 466.12 y
300 peqe~/mgChl hr en presencia de DCPIP y DPC respectivamente.

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

Gossypol en medios acuosos.
En [a figura 5.14 de 1a pagina 56 se muestran los especiros 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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S. Discusién de resuliados.

La Apay e 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 mas pronunciado al incrementar el pH (Tabla 5.3). Estos
espectros indican que de acuerdo al pH del medio predominara cierta especie
del gossypol, y se propone que estas especies son las debidas ai
comportamiento acido-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).

H H
"HO-CH  OH H  cH-oH Ho- '.QH
HO. OH
HO OH HO OH
8 c

Figura 5.15. Estructuras tautoméricas del gossypol en medios acuoses.

v
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§. Discusion de resultados.

En donds fas estrucluras A y B son las formas ceto-endlicas del
gossypal y C es la estructura de hemiacelal. Este ditimo tautdmero se obtiene
al hacer reaccionar al gossypol comercial con dcido acatico glacial con refivjo
por 24 horas (68). La dificullad para obtener este tautdmero indica que las
especies que se manejaron en este trabajo son la A y la B. Ei grupo &cido de
estas espacies as el marcado en la figura 5.15 con un asterisco, y jo que se
observé en los espectros de la figura 514 es un promedio de la
interconversién rapida de estos dos tautomeros tanto en su forma de enol
como de enolato.

Tabla 6.3. Datos espectrofolométricos de algunas soluciones acuosas
de gossypol a diferantes pH.

pH pactiml  Aga L giotom)  Agig
55 378 0.467 3z 0.230
6.1 360 0.467 325 0.214
8.5 383 0.484 326 0.192
7.7 38 0.492 320 0.147
8.1 390 0.497 320 0.143
87 392 0,504 320 0.148

Se alimentaron los datos espectrofotométricos de 17 soluciones de
gossypol al programa TRIANG con fa finalidad de estimar el namero de’
especies que absorben en el sistema (45). Para ello, fué necesario introducir el
error sobre la transmitancia, el cual queda definida como

AT={{Error instrumental® + Errar volumétrico2)] V2

Donde el error instrumental esta asociado al efror en ias lecturas de
absorbancia y es funcidn del espectrofolémetro empleado.

53



5, Discusion de resuitades.

€! error voluméirico es el que se comete en fa manipulacién de fas
soluciones y en ef material empleado. &l 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 gue son dos las especies que absorben
en el sistema.

Con esta informacion se alimentaron los dalos espectrofotométricos al
programa SQUAD, que propuso fa existencia de un solo pKa en ef intervalo de
pH que se manejo (entre 5.5 y 8.7). El valor del pKa estimado es de 6.6372
0.0307,

SQUAD propone los coeficientes de absortividad molar de cada especie
y sus concentraciones empleando el aigoritmo de Newton-Raphson. En la
figura 5.16 se muestran los coeficientes de absortividad molar que este
programa calculd para la especie &cida y basica del gossypol.
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Figura 5.16. Especlros UV-visible propuestos por SQUAD para la especie acida (o) y
Ia especie basica (») en agua.



§, Discusin de resultados.

Se observa que la especie basica tiene mas desplazada hacia el rojo su
méxima absercién respecto a la especie acida, y que el valle alrededor de 320
nm es mas pronunciado en la base.

A partir del pKa propuesto por SQUAD se calculd la proporcion en que
se encuentran las especies acida y basica del gossypol a los valores de pH en
que se midio el fransporte de electrones basal (Fig. 5.5). En la tabla 54 se
observa que si el pH es 6.5 ( el 6ptimo para el gossypol como desacopiante),
la distribucién de ambas especies es muy parecida; por lo tanto, no es posible
explicar el efecto del gossypol encontrado en este pHgyt en funcion de la
presencia de una especie u otra en mayor proporcién. Por otro lado, se
observa que la especie que predomina casi totalmente a pH mayores es la
basica, asi que es posible atribuir a esta especie el efecto del gossypol como
inhibidor de la cadena fotosintética.

Tabla 5.4, Distribucion de las especies acida (Ac) y basica
(B) del gossypol en el medio acuoso a diferentes pH.

_ pH % B %AC
55 6.79 93.21
6.5 4217 §7.83
75 87.94 12.06
8.0 85.84 4.16
8.5 98.65 1.35
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5. Discusién de resultados.
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Figura5.44. Espectros UV.Visible del gossypol 30 pM en agua-DMF/Pg 1% a
diferentes valores de pHy a 25 °C.
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Figura5.47.Espectros UV-Visible del gossypo! en octanol después de extraerlo de
soluciones acuapsas a diferentes pH. La concentracion del gossypol en la solucion es
de 30 pM.
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5. Discusion de reswiiados.

Gossypol en octanol.

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 nimero de valores determinados.

= Es un sistema que se ha usado como modslo para describir las
fuerzas de unién enire moléculas pequefias y macromoléculas,

= El octanol es un solvente que representa satisfactoriamente a las
biomembranas en cuanto a propiedades hidrofébicas se refiere.

= $e 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).

Et 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 fabla 5.5 se muestra la forma en que los especlros de! gossypol
van cambiando, A medida que el pH se incrementa la longitud de onda méxima
se desplaza desde 375 hasta 384 nm. El valle alrededor de los 320 nm se
hace més pronunciado con el pH, y la absorbancia en Anax 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 qus existe gran similitud en estos espectros. Estos resultados
sugieren que de acuerdo al pH en la solucidn acuosa, tanto la especie acida
como la bésica pueden estar presentes en medios poco polares como el
actanol.
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5. Discusion de resultados.

Como la absorbancia en Apay del gossypol extraido a pH 8.5 es menor
a la esperada a pesar de ser ia especie predeminante en el medio acuoso, es
posible que la forma bésica del gossypol tenga menor afinidad por aste tipo de
medios, aunque sigue presentando afinidad preferencial por el octanol
respecto a medios acuosos.

Tabla 5.5, Variacién de los espectros de gossypel en octanol al ser extraidos de
medios acuosos a diferentes pH con una concentracién de gossypol de 30 puM y
proporcién de las especies acida y bésica del compuesto en el medio acuoso antes
de ia extraccion con octanol.

pPH | Apag(nm) Apae | A nm AC M)_| [B] ag (ut}
5.5 375 0.488 318 0.147 }26.89 3.1
8.5 375 0.489 318 0.145 | 17.35 1285
7.5 377 0.509 317 0137 | 362 26.38
8.5 384 0477 317 0.112 ] 0.41 29.59
VI. DISCUSION GENERAL.

A lo largo de este trabajo se ha presentado una serie de experimentos
que caracterizan al gossypot como desacoplante de la fotosintesis, ya que se
ha encontrado que:

= Estimula el transporte de electrones en ausencia y presencia de
ADP y Pi, de tal forma que con una concentracién aproximada de 15 uM de
gossypol se obtiene la maxima estimulacién de estas actividades.

= Abate la captacién de protones paralelamente a la sintesis de ATP
al aumentar la concenfracién de gossypol cuando los cloroplastos son
iluminados.

= Estimula a la Mg2*-ATPasa cuando ésta es aclivada por luz.
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S, Discusion de resultados.

= 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 uM es
insensible a estos compuestos en condiciones basal y fosforilante.

= Presenta un patrén de comportamiento sobre el transporte de
electrones basal a diferentes valores de pHay que ha sido previemente
descrito para algunos desacoplantes clasicos (61).

= Adicionalmente, estudios realizados por &l grupo de J, Reyes (66)
indican que el gossypo! interacciona con monocapas y bicapas lipidicas de
diferente composicion afectando sus propiedades eléctricas.

Estos resultados se adaptan al comporiamiento esperado para
desacoplantes con un mecanismo protendforo en mitocondrias, cloroplastos y
bacterias. Al paso de los afios se han logrado establecer algunas
caracteristicas estructurales comunes a todos los desacoplantes clasicos.
Estas se enlistan a continuacion (31, 32, 60-62, 64):

= La presencia de un grupo &cido disociable con valores de pKa entre
55 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 dcido-base de! gossypol cumple con esta propiedad, ya que
se encontrd que tiene un pKa de 6.6372 de acuerdo a la figura 5.15.

= Una estructura con capacidad para deslocalizar fa carga negativa de
la especie bdsica con la finalidad de tener una mayor estabilidad en
membranas poco polares. Ei gossypol tiene grupos aldehido en las posiciones
8 y 8' que contribuyen a esta deslocalizacién de carga. Adicionalmente, el
sistema de orbitales n de los aniflos aromaticos contribuyen a este efecto. Sin
embargo, Wood et al. (63) encontraron que la posicién relativa de los anillos
de naftaleno de este compuesto es de casi 90° de tal manera que la
dispersién de carga por efecto de resonancia es menor a la esperada. De igual
forma, se ha encontrado que algunos de los desacoplantes protondforos mas
estudiados tienen una estructura dindmica que no es plana.
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S. Discusion de resultados.

Por ejemplo, el SF-6847 (Fig. 5.18) es un desacoplante que en
ambientes poco polares presenta un dngulo entre e} anillo aromético y el grupo
malonitrilo de 40° aproximadamente (64).

Figura 5.18, Estructura del desacoplante protonéforo conocido como SF-6847,

= Grupos que den hidrofobicidad a la molécula con fa finalidad de
favorecer la unién del desacoplante a la membrana para que permanezca en
ella mientras lleva a cabo su efecto. De hecho, se encontré que el gossypol
tiene alta preferencia por medios poco polares como el octanol. Cuando se
extrae el compuesto de medios acuosos con diferentes pH se encuentra que la
especie predominante en el octanof es la 4cida, sin embargo la basica puede
estar presente cuando &l gossypof se extrae de una solucion a pH 8.5, dunque
con menor afinidad por el oclanol. Esto sugiere que la actividad del gossypol"
como desacoplante puede deberse a la especie 4cida del compuesto, aunque
estos resultados no presentan una evidencia concluyente de esta propuesta.
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5. Discusién de resultados.

Los resultados obtenidos sugieren que e! efecto del gossypol como
desacoplante ¢ inhibidor es dependiente del estado de energizacidn de la
membrana tilacoidal, ya que e! transporte de electrones basal y fosforilante es
sensible a diferentes concentraciones de gossypol con un efecto bifasico
similar en ambas condiciones experimentales, mientras que si la membrana se
desenergiza previamente con NH4CI como desacoplante, el gossypol induce
una inhibicién drastica del transporte de electrones. De igual manera, la
transferencia de electrones de HyO a FeCN (FSIl) es mas sensible a la
inhibicién con gossypol cuando la membrana estd desenergizada con NH4CI
que si las condiciones son basales.

En este trabajo se encontrdé que los procesos primarios de la
fotosintesis son sensibles al gossypo!; este hecho sugiere que el compuesto
podria ser utilizado en el futuro como herbicida nalural. Sin embargo, antes de
poder proponerlo como tal, serd necesario hacer experimentos para
caracterizarlo como herbicida y una serie de estudios que consideren factores
toxicologicos, selectividad en su accion herbicida, factibilidad econémica y
dafios ecolégicos.
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=> El gossypal es un desacoplante de la fotosintesis, de tal forma que
con una concentracion de aproximadamente 15uM del compuesto se induce un
efecto méximo. De acuerdo a los experimentos realizados que lo caracterizan
como desacoplante, y a sus caracteristicas estructurales, se propone que su
mecanismo de desacoplamiento es protonoforo.

= Este efeclo esta en competencia con una inhibicidn de la cadena
fotosintética, de tal forma que a pH basicos, el poder desacoplante s menor.
El sitio de inhibicién del gossypo) se localiza en el complejo de fotdlisis det
agua, antes del sitio de donacion de Yz. Debido a que este complejo se
localiza en la parte interna del tilacoide, es claro que las propiedades
hidrofdbicas - del gossypol son importantes para explicar la inhibicién
encontrada, aunque con los experimentos presentados no es posible
determinar si es la especie &cida o la bésica del compuesto la que inhibe a la
cadena redox. Los datos indican que el gossypo! es un desacoplante-inhibidor.

= Ambos efectos son sensibles al estado de energizacion de la
membrana, de tal forma que si ésta se desenergiza con NH4CI, predomina el
efecto inhibitorio, mientras que si la membrana esta energizada (en ausencia y
presencia de ADP y Pi), el efecto del gossypol como desacoplante es mas
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
fotdlisis del agua y se suprime cualquier donador arlificial de efectrones 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 acida como la bésica
(esta dltima con un poco menor afinidad por el octanol), lo cual sugiere que su
mecanismo de accidn como desacoplante e inhibidor puede estar asociado a
interacciones con la membrana.
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8. Apéndice.

ABREVIATURAS EMPLEADAS.

....fosfato de dinucledtido de nicotinamida adenina reducido.
Adenosina trifosfato.
.....Adenosina difosfato.
Pi...... Ortofosfato.
(11 41) Fotosistemna I ( Fotosistema i),
Pego Y P700 - vore-- Centros de reaccion del FSity FSI respectivamente.
feo.... Feofitina. :
PQ.... ....Plastoquinana.

PQH;y ... Plastoquinol.

citf... ..Citocromo f.

cit. bsgs ..Citocromo bsga.
cit.c... ..Citacromo ¢.

PC. ..Plastocianina.

Fd.. ..Femredoxina.

F.. ..Constante de Faraday.

..Potencial de membrana.
Gradiente de protones.
Potencial quimico de protones.
Tris{hidroximetilaminometano).
3-(3,4-diclorofenit)-1,1-dimetil urea.
dibromometilisopropil-p-benzoquinona.
N-gtif-N"-(dimetilaminopropil)-carbodiimida.
disalicilidén-propano-diamina,
wveeee.N-gtilmaleimida.
crerenerennnneNN-diciClohextilcarbodiimida.
Flo...ccirrrieeeene lOrIZING: (4,4'6'-trihidroxi-2'-glucdsido dihidrochalcona).

PMS. fenazina-metosulfato
MV.... .Mefilviolégeno.

[2=To] | O Ferricianuro de potasio,

o ESTA TESIS M0 OEBE
SALR O LA BIBLIOTEEA



8. Apéndice.

Especie basica del desacoplante.

....Especie acida del desacoplante.

N, N-dimetil-formamida.

....Propiléngticol.

...Cloroplastos.

Transporte de electrones.
...N-Tris(hidroximetif)metilglicina.

...acido 2(N-Morfolino)etano sulfénico. .

...acido N-2 hidroxietilpiperazina-N'-2 etanosulfénico.
4cido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetano sulfdnico.
...acido etiléndiamintetraacético.

&cido tricloroacético.

Luz.

micromolar,

microequivalentes.

....neq de electrones por miligramo de clorofila por hora.
...2,6-diclorofenol-indofenol oxidado.
....2,6-Diclorofenclindofenot reducido.

silicomolibdato de sodio.

1,5-difenilcarbazida.

Kilodaltones.

nandmetros.

longitud de onda,

...Absorbancia.

...Especie dcida del gossypol.

B..... ...Especie basica del gossypol.
....3,5-di-ter-butil-4-hidroxibencilidén-malonitrilo.

SiMo...
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