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l.--Ccl6n 

En la mayoria de las c61ulas eucañontea las mltocondrlas ocupan una porción 

considerable del volumen cltopldlsmico (25%). La presencia de mitocondrias ha 

permitido la aparición de mecanismos bioqulmk:o& de Importancia fundamental en la 

hiatoria evolutiva de las c61ulas eucariontes: el metabolismo aerobio de los 

carbohidratos. que pennlte la utilización del producto final de la glucólisis. el piruvato, 

para la obtención de una gran cantidad de energfa, si se compara con la que se obtiene 

de un proceso de degradación anaerobia, como 9s la fermentación ( Darnell y col., 

1990). 

Dentro de la mitocondrla el piruvato es oxidado hasta la formación de C02 y 

H 20, la energ(a desprendida de esta oxidación es suficiente para generar treinta 

moléculas de ATP por cada mol6cula de glucosa oxk:lada . En la vla completa de la 

glucóllsia se obtiene una ganancia neta de dos moléculas de ATP. 

La mltocondrla es un organelo de forma cillndrica elongada, con un dlémetro 

promedio de 1 µm • Durante el ciclo celular las mltocondrias presentan cambios 

constantes en su forma. asl como cierta movilidad. este fenómeno es conocido como 

plasticidad mltocondrial; por otro lado las mitocondras también sufren fusiones múltiples 

entre ellas. asf como posteriores divisiones para generar un número mayor de 

organelos. Se ha demostrado que este fenómeno tiene estrecha relación con el 

cltoesqueleto ( Alberts y col., 1994). 

Los estudios de microscopla demostraron desde hace tiempo que la estructura 

mitocondrial comprende dos diferentes membranas especializadas, la presencia de 

ambas genera dos diferentes compartimientos separados. uno interno, conocido como 

matrtz mltocondrial y otro entre ambas tnembranas conocido como espacio 

intermembranal (Figura 1 ). 
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figura 1. Representación esquemático de uno mitocondria donde se aprecian 
lo membranas interna y externa: lo matiz mttocondriol y el espacio 
intermembronol.jTomodo de Sfryer. 1991 J 



De acuerdo a su posición espacial, las membranas reciben el nombre de externa 

e interna. La membrena externa, que constituye el pertmetro de la mitocondria, se 

caracteriza por presentar un gran número de copias de una protetna transmembranal 

con funciones de transporte, la porina, que es muy similar en estructura y función a 

algunas protelnas que actúan como poros en \as membranas externas de las bactertas 

Gram-negativas. La presencia de los canales de porina confiere una gran permeabilidad 

a la membrana externa. ya que permite el paso de moléculas hasta de 5000 Oaltones 

de peso molecular, lo que incluye algunas protelnas de bajo peso molecular. Sin 

embargo, aunque una gran cantidad de moléculas pueden traspasar la membrana 

externa hacia e\ espacio intermembranal, pocas de ellas pueden pasar a la matriz, 

debido a que la membrana interna, a diferencia de la externa, presenta una selectividad 

alta por las moléculas que puden traspasarla. 

La membrana interna mitocondriat tiene una alta proporción de protelnas como 

constituyentes, alrededor del 75°/o del peso total de la membrana se debe a eUas. La 

alta selectividad de la membrana intema se debe en parte al alto contenido de 

cardiollpina (un llpido de membrana conocido también como difosfatidil glicerol ) que se 

caractertza por presentar cuatro ácidos grasos en su estructura. to que favorece la 

Impermeabilidad a la mayorla de las moléculas con carga eléctrica (Alberts, 1990). 

El papel de la membrana en la función mitocondrial es muy lmpcrtante, gran 

cantidad de las proteinas presentes son transportadores especificas para mo1éculas 

pequenas que debe ser concentradas en ta matriz para el funcionamiento de vlas 

metabólicas muy importantes, como son el ciclo de los écidos trtcarboxillcos y la 

degradacion de ácidos grasos ('-3-oxidación). Otro tipo de proteinas embebidas en ta 

membrana intema son los compleios muttiméricos de la cadena respiratoria, que son 

parte esencial de la fosfortlación oxldativa para la generación de ATP ( Alberts et al 

1994), este proceso será abordado con mayor detaUe más adelante. 

Et arregk> estructural de ta membrana intema produce plegamientos de la bicapa 

llpidM:a, generando las crestas mitocondrlales, estos plegamientos aumentan la 

superficie de la membrana respecto al volumen total del organelo, cuya proporción 



puede variar dependiendo del tipo celular. El hecho de aumentar el área de fa 

membrana interna permite que exista una mayor cantidad de proteínas membranales 

potencialmente activas. 

La formación de acetll-coenzima A (Ac-CoA) es el paso lnical para el 

metabolismo oxidativo mitocondrial, i6ste se puede generar por dos vfas principalmente: 

a) por la utilización de piruvato proveniente de la glucólisis ( proceso metabólico que no 

ocurre en la mitocondria, sino en el cltosol) y b) por la J3 -oxidación en la matriz 

mitocondrial. 

a) Gluc611ala 

En el primer caso el piruvato es obtenido como producto final de la oxidación 

anaerobia de una molécula de glucosa, la glucólisis produce dos moléculas netas de 

ATP y constituye una vfa muy primitiva para la obtención de energía, generalizada 

antes de la aparición de los metabolismos fotoslntétlcos aerobios que emplean agua 

como donador de electrones y liberan oxfgeno a la atmósfera ( Afberts y col., 1994 ). 

En la glucólisis una molécula de glucosa, una aldohexososa de seis carbonos, 

es transformada en dos moléculas de plruvato (formada por tres carbonos), mediante 

uan serie de reacciones catalizadas enzimáticamente y que producen varios 

intermediarios foaforitados. Durante este procesos se hidrolizan dos moléculas de ATP 

y se producen pOr fosforilación a nivel de sustrato cuatro moléculas más de ATP 

(Stryer, 1990) (Figura 2). 

En la primera parte de la glucólisfs, la glucosa es convertida a fructuosa 1 ,6-

bifosfato, por tres reacciones diferentes, una fosforifación, una isomerización y una 
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"8ura 2. La vio de la glucólisls. (Tomado de Stryer. 1991) 



nueva fosforilación, en esta parte se consumen dos moléculas de ATP. En una segunda 

parte ta fructuosa 1,6-bifosfato es convertida por medio de una reacción retroaldólica en 

dihidroxiacetona 3-fosfato y gliceraldheído 3-fosfato. que son moléculas isomerizables 

entre sr. El gliceraldhefdo 3-foafato por una reacción de oxidación y una pcsterior de 

fosforilación, es transformado en 1 ,3-biafosfoglicerato, que en una siguiente reacción 

puede transferir un acil-foafato para la formación de ATP y generación de 3-

follfogficerato. 

A partir de 3-fosfoglicerato se forma 2-fosfogllcerato. éste por deshidratación 

genera el fosfofenol piruvato, que también puede transferir el grupo fosfato para la 

sintesis de ATP con la formación de piruvato. Durante la reacción que transforma al 

gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato, que comprende una oxidación, participa 

corno aceptar de electrones NAO• para reducirse y dar NADH, que en organismos 

aerobios puede transferir sus electrones al oxigeno pcr medio de la cadena respiratoria, 

regenerándolo en su forma oxidada . Una vez generado el piruvato en el citosol es 

transpartado al interior de ta 1natriz mitocondrial para su completa oxidaci6n a C02 y 

H 20. Al estar en la matriz mitocondrlaf, el plruvato reacciona con fa coenzlma A y por 

una descarboxilación del plruvato se obtiene Ac-CoA con la liberación de NADH. este 

proceso esté enzimaticamente catalJzado por el complejo de la piruvato 

deahidrogenasa. y constituye la vfa de conexión entre la glueólisls y el ciclo de los 

ácidos tricarboxflicos. El complejo de la plruvato deshidrogenasa está compuesto por 

tres diferentes enzimas que participan en fa formación de Ac-CoA (Stryer, 1990): El 

componente piruvato deshidrogenasa (24 subunidades y pirofosfato de tiamlna ,TPP, 

como grupo prostético), la dihidrolipoiftransacetilasa (24 subunidades y lipcamida como 

grupo prostético) y la dlhidrolipoildeshldrogenasa (12 subunldades y FAD como grupo 

prostélk:o). 

7 



.. , L8 p-o•ldecl6n 

La segunda vfa para la fonnación de Ac-CoA es apartir de la degradación de 

•cides grasos y tiene lugar en la matriz mltocondrial. 

Para la entrada de los ácidos grasos (producto de la lipólisis de triacilgliceroles) 

desde el citoplasma a la matriz mitocondrial. es necesario que sean activados mediante 

la formación de un enlace tióester entre el grupo carboxilo del ácido graso y el grupo 

autlhidrUo de la coenzlma A. esta reacción es catalizada por la acil coenzlma A sintetasa 

en la membrana externa mltocondrial. Una vez formado, el acil CoA es transportado al 

interior de la mltocondria por la camitina, que es un péptldo zwiteriónlco formado por 

residuos de lisina, para ello ocurre una transferencia del grupo acilo unido a la 

coenzhn.:! A a la camitlna, para generar acil-camitlna, reacción catallzada por ia 

camitina acil transferasa l. 

La acll camitina es transportada de un lado al otro de la blcapa de la membrana 

interna por una translocasa. Una vez del lado de la matriz el grupo acilo es transferido a 

otra molécula de coenzlma A por la acil transferasa 11 y se libera en la matriz 

mltocondrial en forma de acil coenzima A (Figura 3). 

En la matriz mitocondrial el acil coenzlma A puede ser degradado hasta Ac-CoA 

mediante el proceso consecutivo conocido como p ~xidación. donde la molécula de acil 

coenzima A pierde dos átomos de carbono por cada ciclo de degradación (Figura 4). 

La primera reacción comprende la oxidación de la acil coenzlma A a enoll 

coenzima A por la formación de un doble enlace trana entre el carbono 2 y el carbono 3 

con la participación de FAO• como aceptar de electrones. Posteriormente ocurre una 

hidratación estere<Htapecffica del enoil conezima A para dar el L- hk:Jroxlacil coenzima 

A que se oxida con la participación de NAO• a J}-cetoacil coenzima A. La última 

reacción de la p -oxidación requiere de la participación de otra molécula de coenzima A 

y por medio de una ruptura de enlace tiol genera Ac-CoA y un acil coenzima A con dos 
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Figu'"a 3. Mecanismo de intemalización de acil coenzima A a la matriz 
mltocondrial por acción de la camitina. (Tomado de Stryer. 1991) 
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átomos de carbono menos que al inicio del ciclo. El proceso se repite dependiendo del 

numero de carbonos del écido graso. 

Una vez formado el acetll coenzlma A en la matriz mitocondrial puede ser 

utilizado en el ciclo de los écidos tricarboxilicos. 

El ciclo de lo9 M:I- trl.....,..•lllc- (Ciclo de Kreb•) 

El ciclo de los ácidos tricarboxflicos constituye la etapa final en los procesos de 

oxidación de moléculas que puden aportar energla, como son carbohidrato&, ácidos 

grasos y aminoécldos. 

La principal vla de alimentación del ciclo ocurre vidl Ac-CoA, sin embargo existen 

otro puntos donde pueden Incorporarse directamente otros intermediarios. Por otro lado 

el ciclo de los ácidos tricarboxillcos puede aportar precursores para vlas bioslntétlcas. 

Las reacciones del ciclo (Figura 5) tienen lugar por completo en la matriz 

mitocondrial: La primera reacción comprende la producción de citrato y coenzima A por 

la unión de oxaloacetato con el grupo acetilo del Ac-CoA con la adición de una molécula 

de ... 20, el proceso es catallzado la citrato sintetasa. La segunda reacción es una 

lsomerización de citrato a isocltrato con una deshldratclón y una hidratación 

consecutiva:.¡ por acción de la aconitasa. 

La primera reacción de oxido-reducción del ciclo ocurre con la descarboxilación 

del isocitrato a a.-cetoglutarato por la isocitrato deshidrogenasa y la reducción de NAO+ • 

con la liberación de C02 • La suguiente reacción también es de óxido-reducción cuando 

el a.-oetoglutarato se convierte a succinil coenzima A con desprendimiento de C02 y 

reducción de otro NAO• a NADH por acción del complejo a.-cetoglutarato 

deahldrogenasa. 
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figUf"a 5. El ciclo de los ácidos tricarboxÍlicos ó ciclo de Krebs • (Tomado de 
Stryer. 1991 ) 



La reacción catalizada por Ja succlnil coenzima A sintetasa permite Ja formación 

de un enlace fosfato al acoplar la ruptura del enlace tióester a la fosforilación del 

difosfato de guanosina (GDP+Pi --> GTP) liberando succinato y coenzima A. 

Posteriormente el succinato se transforma en fumarato por una reacción de 

oxidación catalizada por la succinato deshidrogenasa, donde el FAO+ es el aceptar de 

electrones. 

Por acción de la fumarasa, el fumarato es estereoespecfficamente hidratado 

para fonnar L-malato, que a su vez es oxidado para generar el oxalacetato, este último 

paso involucra una nueva readucción de NAO+ por la enzima malato deshidrogenasa 

(Figura 5). 

Las moléculas de NA:::>H y FADH2 formadas durante el ciclo de los ácidos 

tricarboxUicos son oxidadas en la cadena respiratoria mitocondrial con una transferencia 

de electrones hasta el oxigeno, acoplado a ese transporte de electrones se sintetiza 

ATP por mecanismos detallados a continuación. 

&.. - ....,.._ mltoconclrl•I 

La transferencia de electrones del NADH y FAOH2 (provenientes de Ja glucólisls. 

p-oxldación y ciclo de los ácidos trlcarboxflicos) hacia el oxigeno, libera una gran 

cantidad de energía que es empleada para la síntesis de ATP, el proceso en conjunto 

ntcibe el nombre de fosforilación oxidativa. 

En el transporte de electrones intervienen moléculas con propiedades óxido­

reductoras asociadas a protelnas y que en conjunto constituyen los complejos 

respiratorios mitocondriafes, que se encuentran embebidos en Ja membrana interna 

mitocondriaJ. Algunos de estos complejos multiméricos son capaces de bombear 

protones desde la matrrz hacia el espacio intermembranaf a Ja vez que llevan a cabo el 

transporte de electrones. La translocación de protones genera una fuerza protón-

JO 



motriz constituida por un gradiente de pH y un potencial eléctrico a través de la 

membrana, el regreso de los protones a la matriz por acción del complejo de la ATPasa 

permite la formación de ATP ( Mltchell, 1975) (Figura 6). 

Las moléculas asociadas a las protefnas en los complejos respiratorios y que 

son capaces de transferir electrones pueden ser flavlnas. centros Fe-S, grupos heme y 

átomos de Cu. La transferencia de electrones de un acarreador a otro se rige por un 

concepto etectroqulmico conocido como potencial redox. que se refiere a la afinidad 

que tiene por los electrones una moS6cula en su forma oxidada con respecto a su forma 

reducida . Asf. una mohttcula reductora como el NAOH tiene un potencial redox negativo 

y una mohttcula con pader oxidante, como el oxígeno, mantiene un potencial redox 

po91ttvo. De 181 form• que el cambio en .. energía libre para una reacción de óxido­

reducción puede aer cmlculmdo si ae conocen los potenciales redox de los reactantes. 

medi8nte .. aigufete expresión: AGº z -nFAEº. donde E'' representa el potencial redox 

estándar. F la constante de Faraday y n el número de electrones tranferidos . El cambio en 

el pctenciml redox entre dos acarreadores de electrones es directamente proporcional a 

a. energf• liber8d• para tr.naferfr loa electrones de uno a otro, este cambio en la 

energía Ubre fevorece el bombeo de protones desde la matriz hacia el espacio 

lntermembra,..1 (Figura 7). 

Ademú de Ja• mol6culaa unkfaa a polipéptidos de loa complejos respiratorios 

trainamembr11r111les. fonn• parte de la cadena respiratoria otro grupo hemo unido a una 

pratefr111 soluble que ae encuentre en el espacio intennembranal. que ae conoce como 

citocromo e aotuble y funciona como ecamaador móvil de electrones entre la ubiquinol 

citocromo e oxido-Alducta- (complejo bc1 ) y la citocromo e oxidasa. Otro componente 

móvil de la cader111 respiratoria ea la ubiquinona o coenzJma a. que es reducida por las 

flllvoprotefr111a membranales, y que funciona como •carre•dor de electrones desde la 

NAOH deahk:fogenaa y Ja Succinato deshidrogenasa hacia el complejo be,. 

De acuerdo con Ja clasificación de Hatefi y col. (1962) los complejos que 

participan en el transporte de electrones y el bombeo de protones para la síntesis de 

A TP. son los siguientes: 
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A 

Espacio lntermembranal 

Membrana Interna 
mltocondrial 

Matriz mltocondrial 

B 

cltocromo e 

C~EJOI c-..eJO• C~EJOIV 

figura 6. A) Los complejos mitocondriales que participan en la generación del 
gradiente electroquímico de protones acoplodamente al transporte de 
electrones. •> Esquema de lo fosforilación oxidativa en la mitocondrio. donde 
se observa el empleo del gradiente electroquímico de protones para lo síntesis 
deATP 
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figura 7. Grafica del flujo de electrones desde la oxidación del NADH hasta la 
reducción del oxigeno para la formación de agua. Se señalan los valores de 
potencial redox de los complejos mitocondriales. as( como los cambios de 
energía libre que favorecen el bombeo de protones hacia el espacio 
intermembranal. (Tornado de Alberts. 1990) 



NAOH-UQ-oxldorreductasa 

Succlnato deshldrogenasa 

Ubiqulnof-citocromo e oxldorreductasa 

CHocromo e ox&dasa y 

ATP slntetasa 

complejo 1 

complejo 11 

complejo 111 

complejo IV 

complejo V 

En la figuras B se representan los complejos respiratorios de acuerdo a su 

estructura cristalognllfica y en la figura 9 se esqumatlza fa ruta de transporte de 

electrones en la cadena respiratoria mlfocondriaf, asf como los lnhibldores más 

conocidos para los complejos que pueden translocar protones; también se puede 

apreciar el sitio donde el citocromo e soluble puede ser reducido de manera artificial por 

elTMPD. 

El compfejo 1 posee mas de 30 subunldades. en su constitución y su masa 

molecular es casi tan grande como la subunidad ma}'Or ribosomal . Los centros 

óxido-reductoras que presenta son una molécula de ftavina (FMN) y 7 centros 

blnucleares Fe-S. El complejo 1 transfiere dos electrones desde el NADH a una 

molécula de ubiquinona, asociado a una translocaclón de protones a través de la 

membrana fntema. Su función es lnhiblbfe por la acción de rotenona y piericldina A. 

Otro complejo que puede alimentar la cadena a nlvel de la reducción de 

ubiquinona. es ef complejo U • que transfiere los electrones desde ef succinato 

protrteniente del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. El complejo 11 esta formado por 

varios péptldos. los més grandes en masa molecular conforman la succinato 

deahidrogenasa. la primera de estas subunJdades preaenta un FAD covalentemente 

unido, asl como un centro Fe-S, el segundo péptJdo. de menor tamano, también 

contiene un centro Fe-S. Se aabe que este complejo presenta un hamo tipo b unido a 

una de las subunidades menores. probablemente involucrado en eJ transporte de 

electrones hasta la qulnona. 
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figura 8. Esquema donde se muestran los complejos de la cadena respiratoria y 
la ATPasa F1Fo. localizados en la membrana interna mitocondrial. asf como la 
ubiquinona y el citocromoc soluble. (Tomado de González-Halphen. 1990). 
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flgwa t. Esquema donde se señalan los componentes clásicos de la cadena 
respiratoria mifocondrial y la dirección del ffujo de electrones (flechas negras), 
asi como los sitios generales de acción de algunos inhibidores específicos de los 
complejos respiratorios !líneas punteadas¡. 



El complejo 111 o be, presenta un número variable de subunidades dependiendo 

del organi•mo, en bovino se conocen alrededor de 11, de estos péptidos , tres 

partic1P9n en .. tran•ferencia de electrones y presentan diferentes grupos redox 

eaoclado8. Un centro Fe-Sen le aubunidad V, un hamo c 1 en la subunidad IV y dos 

hemos tipo b en la aubunlded 111. El complejo 111 puede transferir electrones desde la 

ubiquinonm reducida hasta et cltocromo c soluble, acopfadamente a un bombeo de 

protones hacia el espacio int.membranal. El transporte de electrones puede ser 

inhibklo en este punto de la cadena respiratoria por antlmicina, mixoüazol o HQNO. 

El úHlmo paso en le transferencia de electrones es efectuado por el complejo IV, 

que toma loa e5ectronea del citocromo e soluble y reduce al oxigeno con la generación 

de egua. Acopladamante • esta reacción la citocromo e oxldasa puede translocar 

protones hecia el espacio intermembranal. 

El complejo IV presenta dos grupos redox asociados, el hemo a y el hemo a 3 • 

asf como dos i!itomoa de cobre (CuA y Cu8 ) • En el bovino se conocen mas de 10 

subunldades. pero se -be que son las dos más grandes las que participan en la 

actividad del complejo. presentando estas últimas homologra con las subunidades de 

las citocromo e oxldaaaa de bacterias, como la de Paracoccus. La actividad del 

complejo IV es Inhibida por CO, cianuro y azlda (Nlcholls y Fer9uson, 1992) 

El empleo de la energía del transporte electrones pennite el bombeo de 

protones de la matriz mitocondrial al espacio intennembranal por fos complejos I, 111 y 

IV, lo que genera un gradiente electroquimlco de protones. que es empleado por la 

ATP elntetasa (ATP •sa F 1 Fo) o complejo V; que mediante un reftujo de protones 

hacia la matriz mltocondrial transforma la energfa del gradiente electroqulmlco en 

energla qulmlca de enlace para la slntesls de ATP a partir de ADP y Pi ( Mltchell, 1961, 

Mitchell,1975, Mllchell, 1979). 

El gradiente electroqufmico también puede ser empleado para el transporte de 

cationes a través de la membrana Interna en contra de un gradiente de concentración. 
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asl como de nucléotidos (ATP. ADP). PI, plruvato. malato y succlnato que dependen de 

energla. 

El acoplamiento entre el transporte de electrones y el bombeo de protones es 

indispensabkt para la sfntesls de ATP, si estas funciones son desacopladas por la 

disipación del gradiente de protones. la slntesls de ATP se detiene, pero no el 

transporte de electrones, y a pesar de que continúa el bombeo de protones. el 

gradiente no se genera. Se conocen algunas sustancias capaces de desacoplar estos 

prooasos mediante el acarreamiento de protones a través de la membrana Interna, 

equilibrando las concentraciones a ambos lados de la membrana, dando lugar a un 

corto circuito por la disminución la fuerza protón-motriz. Estas sustacias (ionóforos), 

que son écidos débiles liposoubles, reciben el nombre genérico de agentes 

desacoptantes. 

Los estudios de las mitocondrlas de plantas han demostrado la presencia de 

algunos componentes proteicos membranales que no tienen contraparte similar en las 

mitocondrias de mamlferos. tal es el caso de las múltiples NADH o NADPH 

de&hidrogenasas. que pueden oxidar las coenzimas endógenas o producidas fuera de 

la mitocondrla, asl como la existencia de oxldasas terminales alternas que son 

insensibles a cianuro y antimlcina. El grado de Insensibilidad de las mltocondrlas de 

plantas a inhlbidores del complejo IV, como cianuro, azlda y CO, puede ir desde ligera 

tolerancia a completa resistencia, dependiendo de la fuente biológica (Lance y col., 

1985, Siedow, 1990, Moore y Siedow,1991, Hoefnagel y col.,1995, Day y col., 1994). 

La localización de la oxidasa altema de plantas. se ha propuesto en la 

membrana interna, con el sitio activo orientado hacia el lado de la matriz. pues se ha 

demostrado que el tratamiento con tripsina de partfculas submltocondriales disminuye la 

actividad insensible a cianuro hasta en un 500/o, lo que no ocurre cuando se realiza el 

experimento análogo con mitoplastos (Rasmusson, 1990). 
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Por estudios sobre el estado de reducción de las qulnonas, el uso de análogos 

Inhibitorios y extracción de quJnonas de la membrana Interna. se ha propuesto que el 

sitio de bifurcación de la oxidasa alterna en plantas se presenta a nivel de la poza de 

quJnonaa (Moore y SNK:tow. 1991). La actividad de la quinol oxidasa es inhibible por 

acldoa benzohidroxdlmicos como SHAM ( Schonbaum y col.. 1971 ), por n-propilgalato 

(Sledow y Glrvln, 1980), dlsulflram ( Grover y Latles, 1981 ) y difenllamina (OPA) 

(Baker, 1963). 

La purificación de algunas oxidasa alternas en plantas muestra la presencia de 

varias subunldades. entre 4 y 7, asl como de algunas proternas de menor tamaf'\o. En 

estudios espectroscópicos no se ha observado fa presencia de grupos hemo que 

funcionen como grupos óxido-reductores (Palmer y Huq, 1981). 

La existencia de vías alternas del transporte de electrones se conocen para 

otros organismos como hongos (Guerin y col .• 1994), protistas (Devars y col., 1992) y 

algas ( Eriksson. 1995) .• en general esta actividad Insensible a cianuro presenta 

caracteristlcas similares a las reportadas para plantas, donde las oxidases alternas son 

de tipo qulnol oxidases, con alta sensibilidad a SHAM y no participan en la generación 

del gradiente electroqufmico 

Por otro lado, existe el antecedente en estudios en mitocondrias aisladas de 

Euglena gracllis, donde no se ha observado sensibilidad clara por SHAM en la actividad 

de oxldasa alterna. y ésta puede generar un potencial transmembranal sensible a 

desacoplantes (Moreno-Sénchez. datos no publicados). Es de resaltar que en 

eucariontes no se ha reportado previamente una oxidase altema que participe en la 

formación del gradiente electroquímico de protones. Por otro lado, se sugiere que esta 

oxidase alterna de Eug/ana grac//is, no es una quinol oxidasa. y probrablemente es una 

citocromo oxidase. 

En estudios realizados en mltocondrias aisladas de algas clorofitas, como 

Chlamydomonas, también se ha detectado actividad de oxidase alterna por la 
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insensibilidad parcial a cianuro en el consumo de oxigeno. y sensibilidad de la actividad 

remanente a SHAM. sin embargo no se conoce que tipo de actividad presenta y si tiene 

atg:una participación en la fosforllación oxldativa (Weger y col.. 1990, Eriksson y col., 

1995). 

La presencia de citocromo y quino! oxidases terminales alternas que pueden 

bombear protones es bien conocida en procariontes {Pustlnen y col .• 1989). Estas 

enzimas forman parte de un grupo muy relacionado entre si, conocido como la familia 

de oxidases respiratorias de fierro-cobre {Garcfa-Horsman y col .• 1994), como son. 

entre otras, el complejo bo3 de Escherlchia coli. los complejos caa3 y cao3 de Bacil/us y 

un complejo no Identificado totalmente en Paracoccus denltrificans y que presenta 

sensibilidad a mixotiazol, pobablemente por que su acción es conjunta con el complejo 

bc1. 

En la mayorla de los estudios sobre oxidase alternas en plantas, como ya se 

mencionó, se he demostrado que no existe participación de estas protefnas en la 

generación de el gradiente electroqulmico a través de la membrana interna 

mltocondrial. en otras palabras, las oxidase alternas en plantas no bombean protones 

hacia el espacio intermembranal (Sledow y col .• 1978, Huq y Palmar, 197BA. Huq y 

Palmar, 19788 , Zhang y col., 1996)( Figura 10). 

El género Polytomella fue descrito en 1910 (Arago. 1910) y en 1955 fueron 

aisladas seis diferentes especies con pequenas diferencias morfológicas, pero 

provenientes de sitios muy distintos desde el punto de vista ecológico 

(Pringsheim.1955). En clasificaciones actuales. Polytome//a es ubicada dentro del 

phylum Chlorophyta en la familia Chlamydomonadaceae junto a géneros como 

Polytoma y Chlamydomonas (Melkonian, 1990) (Figura 11 ). Una caracteristca especial 

de Polytome//a es el que es uno de los pocos géneros de clorofitas que carece de 

capacidad fotosintética, al no presentar cloroplastos en ninguna de las etapas del ciclo 
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compleJol 

NADH deahldargen••• -•m• complejo IV 

Plgura 10. Componentes de la cadena respiratoria mitocondrial de plantas 
donde se puede observar una NADH deshidrogenas externa ( pueden existir 
más de un tipoJ y una oxidase alternas (quinoJ-oxidasasJ. (Tomado de Moore y 
Siedow. 1991} 



A 

B 
Reino Protoctista 
Phylum Ch/orophyta 
Clase Chlorophyceae 
Orden Chlamydomonadales 
Familia Chlamydomonadaceae 
Género Polytome/la 

Plgura 11. A) Fotografío de Polytomelfa spp. tomado por Jorge Sepulveda. 
encargado de la Unidad de Microscopía Electrónica del Instituto de Fisiología 
Celular. UNAM •> ubicación taxonómico del género según Melkonian 
(Melkonian. 1990}. 



de vida. Otro aspecto característco de Po/ytome//a es la ausencia de pared o cubierta 

celular. que si se presenta en la mayoria de los géneros de clorofitas (Conner, y col.. 

1989). 

Los organismos comprendidos dentro del género Polytomella son unicelulares, 

caracterizados por la presencia de cuatro flagelos apicales. y como ya se mencionó. por 

la carencia de cloroplastos y pmred celular glucoproteica. El anillllfsis por microscopia 

ha demostrado que dentro de las c61ulas se encuentran gránulos de almidón como 

reserva de energla, que se han detectado por mt&todos de tinción con yodo • y que son 

fécUmente aislables por centrifugación en gradiente de sacarosa (Sheeler y col., 1968). 

Las dimensiones de la células oscilan entre 17 µm de largo y 11 µm en la parte 

mas ancha (Lewis y col.. 1974). Otro tipo de estudios de microscopia electrónica 

muestran variaciones en Ja disposición y forma de fas mitocondrias dependiendo del 

estado metabólico de la célufa. y que se refteja en la actividad mitocondrfaJ. Durante 

fas etapas de crecimiento exponencial es posible observar numerosas mftocondrias 

(alrededor de cuarenta) de fonna elongada y distribuidas en una zona a manera de 

banda en fa periferia de la citlula; cuando los cultivos estan cerca de la fase 

eatack>naria puede observarse una sola mitocondria. que ha sido considerada como 

resultado de la fusión de las mitocondrtas que ae observan en fases tempranas del 

cuttivo. La modificación en el número y tamafto de las mitocondrias puede ser resultado 

de la demanda de la actividad respiratoria, ya que sabe que et consumo de oxigeno y 

la actividad especifica de las enzimas mitocondriales en Polytorne//a dectinan hacia la 

fase estacionaria de crecimiento (cantor y Withroe, 1970, Cooper y Lloyd, 1972). Así. 

es posible que la disminución en el nlimero de mltocondrias este relacionada con la 

reducción de la actividad ret1plratoria (Burton y Moore, 1974). 

El hecho de que existan g6neros de algas incoloras. como es el caso de 

Po/Jlfotnell• dentro de las Chlamyc:lomonadales, permite reconstruir, al menos en parte. 

la hlstort. evoh.diva de la ctorofitas. Se ha propuesto el origen de esta rama de algas no 

foloeint6ticaa, a ~rtfr un grupo ancestral. similar a Chlamydomonas. que perdio la 

~lld foto91,,_ y la cub- (pared) celular(Round, 1980). Existen trabajos que 
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demuestr8n la almilitud entre Po/ytomel/a y Chlamydomonas. a nivel de microscopia 

electrónica en la eatructura del aparato flagelar (Brown y col.. 1976A) y apoyada 

recientetnente por -tudlos • nivel de Mteuencla en k>s genes nucleares p-tub que 

codlfie11n pairai la tubullna en •mboa g6neros y que indican una similitud del 98o/o; un uso 

de cadones muy parecido y una posición de intrones similar (Conner y cor., 1989). Asl 

miamo se -be que existe una atta almillbJd entre las secuencias proteicas, (73.8°/o) de 

1• •ubunidad 1 de la cltocromo e oxld-. codificada por el gene mltocondrial cox /, de 

Polytomella y Chlamydomonas, que demuestra que el origen del grupo de algas 

incoloras. a partir del tronco de las Chlamydomonadales, ocurrió posterionnente al 

evento endoslmbiOtico entre el ancestro eucarionte y el ancestro mitocondrial 

(Ant..ramlan y col., 1996). 

Para el estudio de Polytomel/a, se han desarrollado cultivos donde puede 

mantenerse empleando acetato como única fuente de carbono, y enriquecidos con 

bacto triptona y extracto de levadura, sin agitación, entre 25º y 29° C (Pringshelm. 

1955). E• necesaria la adición de tlamina y cianocobalamlna al medio de cultivo para 

mantener en un nivel atto el contenido de grupos hemo tipo a, b y e, ya que la ausencia 

de estas vitaminas reduce la cantidad de estos grupos redox entre un 80 y 90°/o para 

loa dos primeros, y un 40 % para el hemo tipo e, provocando atteraciones en la 

eatructura de las mitocondrias (Cantor y Surtan. 1975). 

Exiaten pocos estudios sobre la función mltocondrial en Polytomella. pero se han 

ai•lado mltocondrfas donde se ha podido determinar la pntM1ncia de hemos tipo b, e, e,, 
a y • 3 • ftavoprotefnas y sensibilidad en el transpore de electrones a antJmicina, 

rotenon11, pierlcidlna y altas concentraciones de cianuro, lo cual indica la presencia de 

una cedena de tr.naporte de electrone• cf*aica (Lloyd y Chanc:e, 1968). Otro tipo de 

-ludios .-llZedos con PolytomeU. han explorlldo diferentes •-ctos del 

metabollamo mltocondrial, uno de ellos demuestra que la actividad de auccinato 

ox~. NA.OH oxidaaa y citocromo e oxldaaa disminuye en mltocondrlaa asiladas a 

partir de cuttivoa crecidos en presencia de cloramfenlcol. que ea un inhibldor de la 

slntesls protelnas en mltocondrias (Lloyd y col., 1970). También se ha descrito la 
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posib&e inducción de un sistema enzimático mitocondrial que permite el crecimiento con 

propionato como única fuente de carbono (Lloyd y co1.,1968). 

La reproducción en Polytomella ocurre por fisión binaria, en una fase asexual, y 

por una fase sexual de tipo isogamética (Figura 12, estadios 1 a 5). La división de la 

célula en la fase asexual inicia desde la parte posterior (opuesta a los flagelos) y 

termina con una separación en la .parte anterior hasta que se han formadok>s cuatro 

nuevos flagelos, el proceso toma entre 5 y 6 minutos. La lsogamia puede ocurrir 

durante cualquier fase de crecimiento del cultivo (Figura 12,estadios 15 a 25), pero la 

frecuencia aumenta cuando la población alcanza una mayor densidad. Los isogametos 

monoicos son ligeramente menores en tamano que los células vegetativas. Cuando 

ocurre el contacto, los lsogametos se fusionan por la parte anterior generando un cigoto 

que solo presenta cuatro flagelos y movilidad como el resto de las células, este estadio 

puede durar de 3 a 3.5 horas, hasta que comienza a reducir su movilidad y se forman 

placas de división para generar 4 células hijas, de las cuales solo una retiene los cuatro 

flagelos origlnates, las tres restantes los generan Posteriormente. 

El proceso de enquistamiento ocurre en respuesta a las condiciones del medio y 

se presenta en cutuvo poco antes de la fase estacionaria, durante esta etapa mas del 

80% de ta población está constituida por quistes. El enqulstamiento inicia cuando la 

célula vegetativa reduce su movilidad, toma una forma esférica y comienza a 

desarrollar la cubierta del quiste , se presenta una reducción de tos organelos celulares, 

y aparentemente se pierden los flagelos (Lewis,y col., 1974. Brown, y col., 1976e, 

Brown, y col.,1976c) (Figura 12). 

El estudio de los complejos mitocondriales purificados en protistas fotosintéticos, 

asf corno en otro tipo de algas relacionadas con Polytomella. como el caso de 

Chlam)ldolnonas. presenta constantemente un probtema debido a la contaminación 

con protelnas del cloroplasto, ya que desde los primeros pasos para Intentar la 

purificación de proteinas mitocondrtales, la fracción mitocondrial aislada presenta 

f8gCJLarmente membranas tilacoidales como contaminates (Atteia, y col., 1992, Atteia, y 

col., 1994). Sin embargo, el inconveniente que representa la existencia de plástidos 
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figllla 12. Historio de vida de Polytomella spp. donde se observan los foses 
asexual 11-5) y sexual de reproducción 115-22). enquistomiento 16-9) y 
desenquistomieto (1().14). ILewis, 1974). 



para el estudio de la función mltocondrial en algas. no se presenta en Polytomella. ya 

que como se mencionó con anterioridad, ~sta carece de cloroplastos. fo que representa 

una ventaja inicial para la purificación de protefnas mitocondrtales .. 

Por otro lado. Polytomella presenta otra ventaja sobre Chlamydomonas para el 

estudio de la función mitocondrial, ya que al no presentar pared celular pennlte el 

empleo de métodos de ruptura celular que ocasionen un mfnlmo dano a las 

mitocondrias aisladas, y facilite la obtención de una preparación mitocondrial con la 

mayorfa de las membranas intactas. 

Aprovechando las caracterlsticas de Polytomella se han realizado varios 

trabajos sobre los complejos mitocondrlales a distintos niveles. como ya se mencionó 

se tienen preparaciones purificadas y activas del complejo bc"t (Gutlérrez-Cirlos y col., 

1994). de la citocromo e oxidase (Pérez-Martlnez, Vázquez-Acevedo y González­

Halphen, datos no publicados) y de la ATPasa F 1 F 0 (Atteia, Oreyfus y González­

Halphen, datos no publicados); asf como las secuencias de la subunidad 1 (cox 1 ) 

(Antaramlán y col., 1996) y parcial de la subunidad 11 (cox 11) (Vázquez-Acevedo y 

González-Halphen, datos no publicados) de la cltocromo e oxidase. 

La obtención de de mltocondrias Intactas a partir de cultivos axénlcos de 

Polytomella debe resultar sencilla, debido a las caracterfstlcas biológicas ya 

mencionadas de esta aJga incolora. 

El aislamiento de las mitocondrias de Polytomella con métodos mecánicos 

simples de ruptura, como es la homogenización manual, y aprovechando la ausencia 

de cloroplastos, que reduce la contaminación por otro tipo de membranas , permitirá el 
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estudio de la cadena respiratoria y la fosforilación oxidativa en algas unicelulares 

evitando los inconvenientes por destrucción de mitocondrlas y presencia de restos 

tllacoldales. 

Por tos resuttados obtenidos anteriormente con Polyto171611a se puede esperar la 

presencia de una cadena respiratoria cléaica (Uoyd y Chance. 1968), Asl mismo por lo 

reportado para Ch/amyclomonas (Erikason y col. 1995), que como ya se mencionó es 

un g6nero muy relacionado con Polytotnella. existe la posibilidad de que exista una 

cadena attema del transporte de electrones, insensible a cianuro. 
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0e .. rrouar un método para el aialamiento de mltocondrlas intactas del alga incolora 

Polytotnell• que presenten control respiratorio. 

Realizar una evaluación de la reapuesta a diferentes sutratos oxldables. asf como el 

efecto de lnhlbktorea del transporte de etectronea. 

C...-Z.r .. respiración ln-n•lble a cianuro en Polytometr•. posiblemente debida a 

.. ~de un.-- termln11l •1ta~. 

Anal-r algun11a de ... caractarl•tlca• de .. poalble oxida- alterna y el papel que tiene 

en .. - ....,,..._de Po/ylDmell•. 
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M-. ll Mllterleles 

Ma-nlmlento en cultivo ll cosecha de .,.lulas de Polymmell• •PP· 

El cultivo original de Po/ytome//a spp. que se conserva en el laboratorio proviene 

del cepario Semming von Algenkulturen que se localiza en el Pflnzephysiologlaches 

lnatitut en la Universidad de GOttingen. Alemania y ha sido depositada en el ceparto del 

Depart.rnento de Biotecnologla del CINVESTAV del Instituto Polit6cnlco Nacional. 

Para et mantenimi9nto de cultivos frescos de Polytomell• se Inocularon medk>a 

esterilizado• preparados de acuerdo• una modificación a lo reportado por Wlse (1955 

y 1959). adicionando allcuotas de cultivos en fase exponencial de crecimiento que 

constituyeran el 5 % del volumen total del medio -terllzado. El medio contiene acetato 

de sodio 0.4 % plv. extracto de leVadura 0.2 % plv y bacto trlptona 0.2 % ptv. asl como 

vitamlnaa 8 1 y 8 12 en concentraciones de 0.01 mg/ml y 0.5 J&g/ml, reapectivamente, 

debklo al efecto ya mencionado que provoca le falta de est.s vitamina• en la estructura 

mltoconclri81 y en el contenido de grupos hamo (Centor y Burton, 1975). 

El medio preparado ae depositó en volumenes de 2 litros dentro de matraces de 

b8- anchm pa,. r.vorecer el intercambio de gasea en cutttvos estancados, ye que la 

agitación produc:e ruptura celular y disminuye el rendimiento del cultivo. el volumen del 

medio ocupaba el 50 % de la capacidad del matraz. Es lmport.nte que la temperatura 

se mantenga entre 25º y 2&° c. porque temperaturas fuere de este Intervalo provocan 

la disminución dei ritmo de mutfpllcación y favorecen el enqulatamiento. La cosecha de 

c61ulas - efectuó 48 horas despu6s de la lnoculacl6n. cuando el cultivo - encuentra 

en la faae exponencial de crecimMtnto. por medio de une centrifugación • 3.500 x g 

por 1 O minutos. 
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Una vez cosechadas tas c491ulas se resuspendleron en un amortiguador que 

contenla sacarosa 250 mM, MOPS 10 mM EGTA 2 mM a pH 7.5 (SME), para efectuar 

un lavado por centrifugación a 3,500 x g por 10 minutos. Las células asl lavadas se 

resuspencUeron para ser homegenizadas en un amortiguador de la mismas 

caracterlsticas del que se empleó para el lavado (SME), más polivlnllplrrolldona (PVP) 

al 0.7 º/o p/v, cistelna 0.4 mM y albúmina de suero bovino libre de lipidos (ASB) al 0.2 

%, adicionando de 12 a 15 mi del amortiguador a las células cosechadas de cada 2 

litros de cultivo. 

La ruptura de las células se efectuó por un medio mecánico manual, empleando 

un vástago de teflón en un tubo de vidrio de un volumen de 10 mi. El homogenado 

obtenido se centrifugó a 300 x g durante 10 minutos, descartando el precipitado; el 

sobrenadante, donde se localiza la fracción mltocondrial, se centrifugó a 11,000 x g por 

10 minutos, el precipitado obtenido fue resuspendido en un volumen de 1 mi de 

amortiguador SME para una incubación con ADP 2 mM y ASB 0.2 º/o. Después del 

tiempo de incubación se adicionó un mayor volumen de amortiguador SME (12 mi 

aproximadamente) para resuspender la fracción mltocondrial para realizar una última 

centrifugación a 11,000 x g durante 1 O minutos, el precipitado se resuspendió en 1 mi de 

amortiguador SME y las mitocondrias asl aisladas se emplearon en los ensayos 

experimentaJes descritos a continuación. El método de obtención de mitocondrias se 

resume en la figura 13. 

Para la medición del consumo de oxigeno en las mltocondrias se utilizó un 

electrodo de oxigeno tipo Clark con un amortiguador de incubación que contenfa KCI 

120 mM, MOPS 10 mM, EGTA 1 mM y Na2HP04 1 mM a pH 7.2 (amortiguador KME), 

en una cámara de 1.9 mi de volumen, con agitación constante a 25º C. 
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AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE Polytomell• 

SE COSECHAN LAS CELULAS DE -,,__,,_A 3500 X 11 POR 10 MINUTOS 

l 
UNA VEZ COSECHADAS LAS CELULAS SE LAVAN POR CENTRIFUGACION EN 

-ORTIGUADOR 1• A 3,500x11 POR 10 MINUTOS. 

l 
SE RESUSP'ENDEN LAS CELULAS EN -ORTIGUADOR 2- • 

SE HOMOGENIZAN -UALllllENTE LAS CELULAS 
CON UN V-TAGO DE TEFLON. 

SE CENTRIFUGA EL ~ENADO A 300 x g POR 10 MINUTOS, 
DESCARTAR EL P'RECl"TADO. 

l 
EL SOBRENADANTE SE CENTRIFUGA A 11,000 x 11POR10 MINUTOS. 

EL PRECIPITADO SE INCUBA EN UN VOLUMEN DE 1 mi DEL -ORTIGUADOR 1 
CON ASB 0.2 % Y ADP' 0.1 mM DURANTE 10 MINUTOS. 

l 
SE RESUSPENDE EL PRECIPITADO Y SE CENTRIFUGA A 11,000 x 11POR10 
MINUTOS. EL PRECIPITADO CONSTITUYE LA FRACCION MITOCONDRIAL. 

·--2somM 
MOPS10mM 
EGTA 1 mM 
pH 7.5 (Tria) 

---2somM 
MOPS10mM 
EGTA 1 mM 
P'VP 0.7% 
Clsteln80.4mM 
-•0.2% 
pH7.5(Trla) 

figura 13. Método para el aislamiento de mitocondrias de Polytomello spp. 



Deapués de incubar •as mltocondrias en la cámara con el amortiguador KME 

durante un minuto ( 1 mg de protelna mitocondrial por mi de amortiguador), se 

adk:ionaron los diferentes sustratos, registrando el consumo de oxigeno en un 

graficador conectado al oxlmetro durante intervalos de 3 a 6 minutos. Los sustratos 

empleados fueron auccinato 1mM, malato 0.5 mM, glutamato 0.5 mM, a-cetoglutarato 

0.5 mM, L-lactato 10 mM y NADH 1mM. La velocidad de respiración se detenninó para 

cada caao consk:lerando la solubilidad del oxigeno en agua de 400 ngatomos 02/ mi, a 

30"C, a una altitud de 2240 metros sobre el nivel medio del mar. 

Para explorar el estado de acoplamiento de las mitocondrias aisladas de 

Po/ytoniella, se adicionó ADP 0.5 mM y fosfato (Pi) en presencia de los diferentes 

sustratos, con la finalidad de poder calcular el cociente de ta velocidad de respiración 

en presencia de ADP y Pi (estado 3). sobre la velocidad de respiración en ausencia de 

AOP (estado 4), que se conoce como control respiratorio, y es utilizado como un 

pa.-.metro importante para conocer el estado de integridad de las membranas 

mitocondriales. 

El efecto de inhibidores sobre el consumo de oxigeno se analizó de dos formas 

distintas: en la primera, el inhibldor se agregó a la cámara de Incubación una vez que 

se habla registrado una linea basal de consumo de oxígeno durante 2 minutos en 

preaencia de los diferentes sustratos oxidables: en la segunda, las mltocondrias se 

incubaron por 1 minuto con el inhlbidor, y el sustrato se adicionó posteriormente. Los 

inhibktoras empleados fueron cianuro, antlmicina y HQNO, considerados como 

inhlbldorea de la vía clásica, asl como OPA (Baker, 1963), SHAM (Douce, 1985, Douce, 

1977,Bomsel y C&tvayrac. 1978) dlsulfiram (Grover y col., 1981, Kelner y Alexander. 

1986) y n -propilgalato (Cerre y col.. 1988), que son reportados como inhibidores de 

oxidaaaa alternas. 
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Con loa datos de oxidación de sustratos y respuesta a inhibidores se elaboraron 

curves de sensibilidad, con el fin de poder determinar algunas de las constantes de 

Inhibición para cada caso. 

Para detectar la actividad en el consumo de oxigeno que corresponde solo a la 

citocromo e oJddasa (complejo IV). se emplearon k>s donadores artificiales de 

electrones ascorbato y TMPD, que pueden reducir directamente al citocromo e soluble. 

y 6•te a au vez ser oxidado por el complejo IV, que transfiere los electrones al oxigeno. 

Eatoa ensayos se efectuaron en presencia de 1 µM de antimicina para evitar el flujo de 

electrones desde el complejo 111 hacia el citorcromo e soluble. Midiendo de esta forma la 

actividad de cltocromo e oxidasa se construyeron curvas de titulación con cianuro y 

OPA. 

La actividad de la citocromo oxidase empleando ascorbato y TMPD como 

donadores de electrones se esquematiza a continuación: 

Donadores artlflclales 

- ..... ·• TMPD .... • cltocromo e ._.complejo IV --+ 0 2 

./ Flujo de electrones bloqueado por anlimicina 

c_,.jolll 
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Para determinar la generación de potenciales transmembranales por las 

mitocondrias de Po/ytome//a se empleo la medición del cambio de absorbencia de la 

safranlna. que ocurre como respuesta a un cambio en la magnitud del potencial 

transmembranal (Akerman y Wikstrt)m, 1976). 

Un cambio en la Intensidad del potencial modifica las propiedades 

electrocrómicas de la safranina, lo que permite emplearla como indicador, un aumento 

en la magnitud del potencial se refleja en un aumento de la absorbencia de la 

safranlna. 

Para realizar los ensayos se incubaron las mltocondrias (0.8 - 1 mg) en cubetas 

de 3 mi con medio KME y safranina 8 µM. posteriormente se adicionó el sustrato 

oxidable a la misma concentración empleada para los experimentos de consumo de 

oxigeno, y se registró el cambio de absorbencia en un espectrofotómetro de doble 

rayo en la modalidad de dos haces de luz a 554 y 520 nm. Después se adicionaron 

alternativamente los diferentes inhibidores y desacoplantes para observar su efecto en 

el potencial transmembranal. todos los experimentos se realizaron con oxigenación 

constante y a 30ª C. 

81-ladeATP 

Se realizó una cuantificación de sfntesls de ATP en mitocondrias de Polytomella 

por medio de la incorporación de 32P al ATP formado en presencia de diferentes 

sustratos oxidables, y en otros casos con lnhibidores del transporte de electrones o 

desacoplantes. 

Las mitocondrias (1 mg) fueron incubadas por 2 minutos en 1 mi de medio KME 

con glucosa 5 mM, fosfato de sodio 5 mM. hexocinasa de levadura. y 2 x 106 cpm/ml 
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de 32p, a una temperatura de 30ªC. La concentración de sustratos corresponde a la 

utilizada para los experimentos de consumo de oxígeno. 

La reacción de fosforilaclón se Inició con la adición de ADP 0.5 mM pH 7.2 a las 

mitocondrfas previamente Incubadas con los sutratos y en cada caso con inhibldores o 

desacoplantes • después de 3 minutos la reacción se detuvo con ácido tricloroacético 

(TCA) al 6o/o p/v. Posterionnente por centrifugación se separó el precipitado 

correspondiente a la fracción mitocondrfal, se tomó 1 mi del sobrenadante para realizar 

la extracción del 32P no incorporado a la glucosa por actividad de la hexocinsa. Los 

pasos de extracción comprendieron el uso de mollbdato para atrapar el 32P no 

Incorporado, solubilizando el complejo mollbdato-32P con acetona y acetato de n-butilo, 

para separarlo de la fase acuosa. Finalmente se efectuó una lectura en un contador de 

centelleo para determinar la cantidad de ATP sintetizado (Llndeberg y Ernster, 1951). 

Determlnmclón - pn>teln11 

Para la cuantificación de la protefna mltocondrial se empleó el método 

desarrollado por Lowry y col., (1951) con la modificación reportada por Markwell y col., 

(1978). Se elaboró una curva patrón empleando una solución estándar de ASB para 

preparar diez diferentes diluciones con agua bidestilada hasta un volumen final de 1 mi, 

esto dentro de un intervalo de concentración de 10 a 100 µg/ml, con incrementos 

sucesivos de 10 µg/ml para cada dilución. Posteriormente a cada tubo se le agregaron 

3 mi de la soución (C) preparada en una relación 100:1 de (A) (carbonato de sodio 2%, 

hldróxJdo de sodio 0.4%, tartrato de sodio 0.16o/a y dodecil sulfato de sodio 0.1%) con 

(B) (sulfato de cobre 0.4%) dejando incubar cada tubo preparado por 10 minutos a 200-

25°C. Oespuits del periodo de Incubación se adicionaron a cada dilución 3 µI de una 

mezcla de reactivo de Folin con agua bidestilada en relación 1:1 y se incubaron por 30 

minutos. De las muestras de mltocondrias aisladas se prepararon diluciones 1:5 y 1:10 

con agua bidestUada, de estas se tomaron 5, 10 y 15 µI respectivamente. llevando a un 

volwnen final de 1 mi con agua bidestllada. A continuación se practicó el mismo 

procedimiento que para los tubos de la curva patrón. Finalmente se registró la 
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abaorbancia de cada dilución en un eapectrofotómetro a 540 nm, la absorbancia es 

proporcional al contenido de proteina. 
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Uno de los objetivos del presente trabajo era el de obtener una preparación 

mltocondrial que presentara control respiratorio, que como ya se mencionó en la 

sección de métodos, constituye un parámetro muy Importante para conocer el estado 

de Integridad que presentan las mltocondrias. 

Para el aislamiento de mitocondrias se desarrolló el método descrito 

anteriormente y se exploró su efectividad mediante la respuesta a la adición de ADP y 

desacoplantes en ensayos de oxlmetrla, asl como por microscopia electrónica (Figura 

14). 

Los experimentos de oxidación de sustratos muestran que las mitocondrlas 

aisladas de Polytomella pueden consumir oxigeno utilizando succlnato y malato como 

sustratos, pero no asl cuando NADH, L-lactato o a.-cetoglutarato son empleados como 

sustratos oxidables. (Tabla 1) 

Se observa en la tabla 1 que de los dos sustratos que estimulan la respiración, 

succlnato es quien lo hace en mayor grado; es Importante mencionar que las 

concentraciones de sustrato empleadas en estos experimentos exceden varias veces, 

cerca de cuarenta veces, las Km reportadas para enzimas similares en Eug/ena gracilis 

(Uribe, 1992). 

En nlngun caso la adición de ADP estimuló la respiración en las mltocondrias de 

Polytomella (Figura 15- A), de la misma forma, la adición de desacoplantes como CCCP 

(Figura 15-8) y 2,4-dinitrofenol, no permitió ver algún incremento en la velocidad de 

respiración, por lo que no se obtuvo control respiratorio. y aparentemente. las 

mitocondrias no presentan acoplamiento entre el transporte de electrones y la sfntesis 

de ATP, al no Poder distinguir diferencias entre un estado 3 y un estado 4 (Figura 15). 
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.• 

Figura 14. Micrografías de microscopia electrónico de transmisión de la 
preparación mitocondrial obtenido con el método descrito, donde se observan 
mitocondrios intactas y frogmemtos membranoles. Fotografías tomadas por 
Jorge Sepulveda de lo Unidad de Microscopia Electrónica de Instituto de 
Fisiología Celular. UNAM. 



Succinato 
Malato 

Oxidación de sustratos en mitocondrfas 
aisladas de Polytome/la 

Suatrato 

10mM 
5mM 

ng Momoel oxigeno/mini 
ma protefn• 
25.38±3.77 
10.23 ±2.53 

a-cetoolutarato 10mM 
NADH 10mM 
L-lactato 10mM 

Tabla l. Velocidad de consumo de oxígeno por /as mitocondrios aisladas de 
Polytome//a utfllzondo diferentes sutratos. 

__________ , .. _ _........._,,_~_....,, .. ~~~-. 



Con el fin de conocer algunas caracteristicas del transporte de electrones en las 

mitocondrias de PolytOlnella. se realizaron experimentos para analizar la respuesta a 

difentntes inhibidores clásicos de la cadena respiratoria; se seleccionó succinato como 

sustrato para estos estudios. porque es el que incrementa en mayor grado el consumo 

de oxigeno y por lo tanto permite una mejor determinación del efecto de cada 

compuesto sobre la vek>cidad de respiración. Los resultados Indicaron que la vefocidad 

en el consumo de oxigeno es sólo parcialmente inhibida por la adición de cianuro (CN) 

1mM (Figura 15-C). que es un inhibidor clásico del complejo IV o citocromo e oxidase. 

Tomando en cuenta lo anterior y los datos sobre la sensibilidad total a cianuro que 

presenta la citocromo e oxidase de Polytomel/a en una fracción purificada (Pérez­

Martfnez y González-Halphen, datos no publicados), se ha pensado que la actividad de 

oxidasa remanente en presencia de cianuro puede deberse a la presencia de una 

oxidasa alterna insensible a cianuro en las mitocondrias de Polytomella. 

La existencia de una oxidase alterna en Polytomella debe considerarse 

probable. pues en otra algas clorofilas, como Chlamydomonas, ya se ha reportado 

actividad en el consumo de oxigeno insensible a cianuro, y esta actividad residual es 

sensible a inhibldores de oxidases alternas de plantas, como el ácido sallcilhldroxámico 

o SHAM ( Webster y HackeH, 1965, Sargent y Taylor, 1972, Goyal y Tolbert, 1989, 

Weger y col .• 1990 y Eriksson y col., 1995). Para conocer las características de esta 

actividad insensible a cianuro en Polytomella, se realizaron ensayos de consumo de 

oxigeno con cianuro en combinación con inhibidores de oxidasas alternas en plantas y 

otros organismos como OPA. disulfiram, n-propilgalato y el mismo SHAM (Siedow y 

Girvin, 1980, Moore y Sledow, 1991, Uribe 1992, Uribe y col., 1992). 

Las velocidades de respiración obtenidas indican que la actividad insensible a 

cianuro es inhibida totalmente por la adición de OPA 0.5 mM (Figura 15-A), pero no 

ocurre k> mismo con los otros lnhibidores de oxidases alternas utilizados (Figura 16), de 

tal fonna, difenilamina resuttó ser un inhibidor potente de la actividad residual de 

respiración; el efecto de nPG (Figura 15-0) y disulfiram es Inhibitorio, pero no anula por 

completo el consumo de oxígeno; para el caso de SHAM (Figura 15-F), que es 

reportado como inhibidor específico de oxidasas alternas en plantas, parece que no 
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A 

D 

E 

Sucdnato 10 mM • Succinato 10 mM e Succlnato 1 O mM 

\ ~··-~AO.~ ~ 
CN1mM 

'v 100 segundos 

F 

OPAO.SmM 

figura ••· Trazos de oximetña con las mitocondrios aislados de Palytomella . En 
todos los casos se empleo succlnoto 10 mM como sustrato. Lo concentración 
final de k>s inhibidores son cianuro (1 mM). difenllamlna (0.5 mM. ontlmicina (10 
mM). n-propil galato (1 mMJ. SHAM {1 mM) y del desocoplonte CCCP (0.1 mM). 
Lo de AOP es de 0.5 mM. 
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Combinación de tnhibidores 

...... a 16. Gráfica donde se muestran los porcentajes de inhibición del 
consumo de oxígeno cuando se prueban mezclas de cianuro ( 1 mM) con tres 
inhibidores de cadena alterna OPA (0.5 mM) A. nPG (2 mM) e y disulfiram (3 
mM) D; así como de antimicina (10 mM) con DPA (0.5 mM) E. La columna a es 
la misma combinacion que en el caso A . pero invirtiendo el orden de adición. 
Los barras claras indican el porcentaje de inhibición producido por la adición 
del primer inhibidor. las borras obscuros indican el total de inhibición alcanzado 
después de la adición del segundo inhibidor. 
A cianuro-OPA. a OPA-cianuro. C cianuro-nPG. D cianuro-disulfiram. 
E antimicino-DPA. 



actúa como tal de la respiración resistente a cianuro en las mitocondrias de Po/ytomella. 

incluso a concentraciones muy altas. que en otras algas serian inhibitorias (Weger y 

col., 1990, Goyal y Tolbert, 1989). 

Los datos anteriores sugieren la presencia de una oxidase alterna que es 

Insensible a cianuro. parcialmente sensible a disulfiram y nPG y totalmente sensible a 

dlfenllamlna. 

Por otro lado. en los experimentos con los inhibidores de la cadena clásica de 

transporte de electrones ( Figura 15-E y Tabla 11) muestran que antimicina. inhibidor 

clésico del complejo UI o ubiquinol-citocromo e oxido-reductasa, es un inhibldor muy 

eficiente de la respiración total en las mitocondrias de Polytome//a . 

Con el fin de conocer con mayor detalle el efecto de inhibidores y disecar la 

actividad de la posible oxidase alterna, se analizaron los experimentos de titulación con 

los distintos lnhibldores, en todos los casos utilizando succinato como el sustrato 

oxidable. La curva de titulación con cianuro (Figura 17) indica que aun a 

concentraciones de 1 mM existe actividad en el consumo de oxigeno (42 º/o de la 

actividad sin cianuro). si bien a una concentracion de 3 mM (dato no mostrado). setenta 

veces la K1 determinada para citocromo e oxidase en mitocondrias de Polytomella (este 

trabajo, Figura 20), se presenta una inhibición de mas del BOºAt. Sin embargo. a tan alta 

concentración, el efecto bien puede ser inespeclfico. 

En otro tipo de titulaciones con los inhibidores de oxidases alternas OPA y n-PG, 

donde en todos los ensayos se encontraba presente cianuro a una concentración de 

0.5 mM (més de diez veces la Ki claculada) , se observa que OPA a una concentración 

de 0.5 mM.inhibe totalmente la respiración insensible a cianuro (Figura 18), para nPG 

tambWm se presenta una reducción en la velocidad de consumo de oxigeno pero menor 

efacüvldad como inhibidor de la actividad de oxidase alterna. pues a concentraciones 

altas no se alcanza un. Inhibición total (Figura 19). De lo anterior se puede pensar que 

la probable oJddasa altema de Po/ytomel/a es altamente sensible a OPA y en menor 

grado sensible a nPG. 
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Efecto de inhibidores del transporte de electrones 
sobre el consumo de oxfgeno en 

mitocondrias de Polytomella 

lnhlbldor Porcenblj• de 
Inhibición 

Cianuro 1mM 46.53 ± 4.12 
Cianuro 2mM 67.84 ± 1.97 
Difenilamina 0.25 mM 53.41 ± 17.02 
Difenilamina 0.5 mM 62.3 ± 15.21 
n- propil aalato 2mM 50.4 ± 16.1 
Disulfiram 2mM 35.7 ± 11.5 
Antimicina 50mM 82.32 ± 1.97 

Tabla 11. Efecto de inhibidores clásicos de la cadena respiratoña y de oxidases 
attemas sobre Ja actividad de consumo de oxígeno en mltocondrias de aisladas 
de Po/ytomella. empleando succinato como sustrato oxidable. 
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figura 17. Efecto del cianuro sobre lo actividad de consumo de oxigeno 
empleando suc::cinato 1 O mM como sustrato. 
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P:lgura 18. Efecto de difenilamina sobre la actividad de consumo de oxígeno 
con succinoto 1 O mM como sustrato. en presencie de cianuro 0.5 mM. 
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figura 19. Efecto de n-propilgo!oro de lo actividad de consumo de oxigeno 
con succinato 1 O mM como sust!'"atc en presencia de cianuro 0.5 mM . 
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figura 20. Efecto de cianuro sobre lo actividad de ascorboto-TMPD oxidosa. En 
la grafica interno se muestra el regrófico de Dixon para lo determinación de lo 
constante de inhibición (Ki). 



Para detenninar el efecto de cianuro en la actividad debida solamente al 

complejo IV en las mltocondrias de Polytomella, podemos observar que el consumo de 

oxigeno en presencia de antimicina y utilizando el par ascorbato-TMPO como 

reductores. ea totalmente Mtnaible a cianuro (Figura 20), obten~ndoae una inhibición 

del 92% a una conoentraición de J mM, recordemos que a esta misma concentración 

solo se obtiene un 42 % de inhibición en el consumo de oxfgeno con succinato como 

sustrato (Ftgura 17), con el análisis de Dlxon (Figura20) se pudieron determinar dos 

componentes, lo que pennitió calcular dos diferentes constantes de inhibición, una de 

atta afinidad ( 40 µM) y una de baja afinidad (360 µM). Una titulación similar pero 

emp&eando OPA como lnhibidor en la actividad del compfejo IV medida con ascorbato­

TMPD pennite apreciar que no existe un efecto evidente sobre la actividad de la 

citocromo e oXidasa a las concentraciones utilizadas en los experimentos mencionados 

(Figura 21 ). 

Por otro lado, curvas de titulación construidas sólo con OPA y registrando 

conaumo de oxigeno con succinato como sustrato, muestran una inhibición muy alta en 

la respiraclón a concentraciones por arriba de 0.5 mM (Figura 22), esto puede estar 

ITK>Strando un efecto adicional de OPA sobre la citocromo e oxidase cuando se 

adiciona en mayores concentraciones. Se sabe que OPA puede Inhibir al complejo IV 

por experimentos realizados con una preparación purificada de citocromo e oxidase de 

Polytomella (~rez-Martfnez y Gonzélez-Halphen, datos no publicados), sin embargo el 

análisis de Dixon solo muestra un solo componente para la inhibición con OPA, con una 

constante de lnhibiclón de 8 µM, esto estarla mostrando un solo efecto de OPA sobre la 

actividad en las mltocondrias de Polytomella. para determinar con mayor claridad el 

efecto que tiene la adición de difenllamina deben efectuarse titulaciones con un número 

mayor de puntos, para poder distinguir otro componente. si es que en realidad existe un 

efecto doble . Cabe mencionar que durante todos los experimentos previos la 

concentración mas atta de OPA empleada fue de 0.5 mM 

La titulación con antlmlcina, indica una inhibición muy alta de Ja respiración 

cuando las mttocondrias oxidan succinato (Figura 23). En general se sabe que las 
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Plgura 21. Efecto de difenilamino sobre la actividad de ascorboto·TM?D 
oxidase. 
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figura 22. Efecto de difeni/amina sobre la actividad de consumo de oxigeno 
con succinoto 10 mM como sustrato. 
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Figura 23. Efecto de ontimicino sobre Ja actividad de consumo de oxigeno con 
succinato 10 mM como sustrato. 



oxidasas alternas en plantas son insensibles a la acción de antimicina (Moore y Siedow. 

1991), debido a que son reducidas por ubiquinol y el bloqueo del transporte de 

electrones a nivel del complejo 111 no afecta directamente su actividad, sin embargo, 

para el caso de mitocondrias de Po/ytome//a no se detecta un consumo de oxígeno 

remanente cuando se interrumpe el flujo de electrones con antimiclna. Lo anterior 

indicarla que la probable oxidase alterna de Polytomella no serla una quinol-oxidasa 

típica de plantas, sino que su ramificación de la cadena respiratoria se encuentra más 

adelante de la reducción del complejo 111. lo que descartaría, en primera instancia, que 

se trate de una proteina con actividad de quinol oxidasa. otra posibilidad, que no es 

posible descartar con estos experimentos. es que fa misma antimicina sea un inhibidor 

de la oxidasa alterna. 

El uso de HQNO, otro lnhibidor del complejo 111, muestra que existe una 

sensibilidad en la respiración (Figura 24), esto tiene cierta correlación con el efecto de 

antimicina, ya que al inhibir a la ubiquinol-citocromo e oxidoreductasa, se observa un 

efecto similar en el consumo de oxígeno, pero permanece una actividad remanente en 

el consumo de oxigeno (28 ºAl.). En este caso, existe un punto importante respecto al 

efecto que pudiera tener el HQNO directamente sobre la oxidase alterna, ya que se 

sabe puede actuar como inhibidor de quinol oxidases que funcionan como oxidases 

alternas en plantas. En la curva de titulación con HQNO en presencia de cianuro 

(Figura 25) podernos observar una gran disminución del consumo de oxigeno. no 

obstante que la actividad de oxidasa alterna en el caso de Polytomella no parece 

debida a una quinol oxidasa. 

Los datos de oximetría sugieren que en las mitocondrias de Polytomell/a se 

encuentra una oxidasa alterna insensible a cianuro y sensible a OPA, antimlclna y 

HQNO. 
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Figura 24. Efecto de HQNO sobre la actividad de consumo de oxigeno con 
succinato 10.mM como sustrato. 
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Plgura 25. Efecto de HQNO sobre lo actividad de consumo de oxigeno con 
succinato t O mM como sustrato. en presencia de cianuro 0.5 mM. 



Otro aspecto que proporciona informactón acerca del estado de integridad de las 

mitocondñaa. - .. capacidad de generar potenciates tranamembranales • si las 

mltocondriaa no presentain danos en la membrana intema se espera que puedan 

mantaner un gradiente electroqulmico de protones en presencia de un sustrato 

OKldable. 

Los experimentos con safranina como indicador, muestran que las mitocondrias 

de Polytomella pueden mantener un potencial transmembranal empleando succinato 

como sustrato. Loa potenciales generados son colapsados por la adición de antimicina 

(Figura 26), esto parece tener un efecto similar al que tiene este inhibldor en la 

reaplración, indicando que et complejo 111 puede mantener el gradiente de protones, un 

efecto análogo ocurre con HQNO que abate totalmente el potencial (Figura 27). 

La adición de cianuro no colapsó el potencial generado con succinato, pero la 

adición de OPA lo reduce totalmente (Figura 28), Incluso OPA puede colapsar 

totalmente et potencial transmembranal sin la adición prevla de cianuro (Figura 29). Los 

resultados anteriore• podrian indicar que la oxidasa alterna en las mitocondrias de 

Polytomella puede mantener un gradiente electroqulmico, y que dicho gradiente es 

insensible a cianuro, sin embargo, es sorprendente que la adición de cianuro no 

disminuya el potencial transmembranal, ya que como se mencionó anteriormente la 

mayorla de los estudios sobre la cltocromo e oxldasa indican que funciona como una 

bomba de protone• y es sensible a cianuro (Nichols, 1982), por lo que se esperarla una 

diamtnuci6n en el potencial al adicionar cianuro. 

El potencial tranamembranal es parcialmente abatible por la adición de nPG 

(Figura 30). que ya fue probado como inhibldor de la actividad respiratoria insensible a 

cianuro en las mlamas mitocondriaa, eatoa datos apoyan la posibilidad de que ta 
oxidasa alterna de Polytomella pueda generar un gradiente electroquimlco de protones. 
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PlgUra 26. Potencial transmembranal generado con succinato 1 O mM y 
colapsado con la adición de antimicina 50 µM. 
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figura 27. Potencial transmembranal generado con succinato 10 mM y 
colapsado con la adición de HQNO 1 o µM. 
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figura 28. Potencial transmembranal generado con succinato 1 O mM. Se 
efectuaron adiciones de cianuro 1 mM y difenilamlna 0.5 mM sucesivamente. 
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Plgur'CI 29. Potencial tronsmembronol generado con succinoto 1 o mM y 
colapsado con la adición de difenllamino o.s mM. 
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figura 30. Potencial transmembranol generado con succinato y colapsado con 
la adición de n-propilgalato 1 mM. 



Los potenciales tranamembranales generados por las mitocondrias de 

Polytantel/a fueron colapsados por la adición del protonóforo CCCP (Figura 31), este 

efecto ea esperado por las caracterfsticas de desacoplante que presenta. En este caso 

la adición del desacoplante aparentemente disipa el gradiente de protones, sin embargo 

el efecto del mismo desacoplante en los experimentos de oxímetria no permite 

-tablecer una correlación clara entre ambos fenómenos. 

El uso de 2,4-dtnitrofenol durante los ensayos con safranina no permite observar 

alguna respuesta, ya que las características del desacoplante interfieren directamente 

con ra abaorbancia en las longitudes de onda utilizadas. 

Los experimentos anteriores permiten suponer que el componente del transporte 

de electrones insensible a cianuro, puede generar un potencial transmembranal 

sensible a desacoplante. 

Los resultados indican que las mitocondrias de Polytome/la pueden sintetizar 

ATP con succinato y malato como sustratos oxidables (Tabla 111). asi mismo, se 

observa que la síntesis de ATP es mayor cuando malato es el sustrato. 

Con el fin da conocer el papel que pudiera tener en la fosforUación oxidatlva una 

oxidaaa alterna capaz de mantener un potencial transmembranal, se exploró el efecto 

de C8d• inhibk:lor, tanto individualmente, como en combinación de cianuro y OPA. En la 

tabla 111 ae observa que la afnteaia de ATP no es totalmente inhibible por cianuro, tanto 

con auccinato como con malato como sustratos. Por otro lado, la combinación de 

cianuro con OPA reduce en un 80% la sfntesis de ATP. los datos obtenidos respecto a 

cianuro y DPA. coinciden con lo observado en la generación de potenciales 

tranamembrmNdea, donde el cianuro no abate el potencial, pero si la adición de OPA. 

Estos datos sugieren que Polytotne//a tiene una oxidasa alterna mltocondrial capaz de 
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figura 31. Potencial transmembronal generado con succinoto y colapsado con 
la adición de CCCP O. 1 mM. posterior o la adición de cianuro 1 mM. 



Sfntesis de ATP en mitocondrias de PolytoTne/la 
(~ 

Sustrato-lnhlbldor nmol•• ATP/mln/mg 
proteina 

Succinato 23.27 ± 11.74 
Succinato + CN 19.44 ± 9.4 
Succinato + CN +OPA 4.94 ± 2.02 
Malato 53.71 ± 6.95 
Malato+CN 46.71 ± 11 
Malato + CN + OPA 10.95 ± 5.22 

Tabla 111. Se muestra la cuantificación de lo síntesis de ATP por las mitocondrios 
aisladas de Polytomella. utilizando succinato 10 mM y malato 5 mM como 
sustratos. osi como el efecto de cianuro o.s mM • cianuro o.s mM+ difenlolmlna 
0.5 mM y de CCCP 0.1 mM. 



generar un potencial transmembrenal. el cual es suficiente para Impulsar la sfntesis de 

ATP de manera insensible a cianuro. 

Sin embargo. la alntesis de ATP, no muestra disminución por la adición de 

deaacoplantes, ya en los experimentos de consumo de oxigeno se observó que los 

desacoplantes no incrementaban el consumo de oxigeno, en este caso pudiera ser un 

problema de la concentración empleada o de solubilidad del desacoplante en las 

membranas mitocondriales de Polytome//a, y por ello no hay un efecto evidente. 

____ en .. •l-ladeATP 

En experimentos més recientes sobre la sfnteisis de ATP en las mitocondrias de 

Polytomella ae ha encontrado una alta Inhibición con cianuro (70o/o de inhlbiclón), con 

malato corno sustrato oxidable, estos resultados son contrarios a lo obtenido durante el 

trabajo de tesis, y no permiten suponer que la oxldasa alterna genere un gradiente de 

protones suficiente para la slntesls de ATP, por ello es necesario la realización de 

nuevos experimentos para poder aclarar el papel de la oxidase alterna. 
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Dlecua16n ---de mftoc_..._,. c-ol ... plratorlo 

Las mitocondrias aisladas de Polytomella no presentaron control respiratorio 

apmrente con el m6todo de aislamiento. las imégenes de microscopia electrónica de la 

preparación muestran mltocondrtas que parecen ser Integras en tas membranas, sin 

embargo. también ae pueden observar gran cantidad de contaminantes de naturaleza 

membranat. pudiendo ser restos de membrana p&aamática, de retlculo endoplásmlco, o 

bien una gran cantidad de membranas mltocondriales destruidas, probablemente 

durante la homogenlzación manual. 

A pesar de que se realizaron modificaciones a métodos reportados para el 

aislamiento de mltocondrias en otro tJpo de proUstas (Moreno-Sánchez y Raya, 1987), 

con el fin aprovechar la carcterísticas de Polytomella y reducir al mlnimo el posible dano 

causado a las membranas por métodos que, en principio, pueden considerarse mas 

drésticos (como el uso de sonicación o empleo de enzimas que degraden la pared 

celular). se observa una gran cantidad de mitocondrias rotas. Por otro lado. al utilizar 

otras técnicas como la generación de potenciales transmembranales o la sfntesls de 

ATP. se piensa. en primera instancia. que solamente se detecta la actividad de las 

mltocondrias intactas. 

Et hecho de no observar estimulación en el consumo de oxigeno pcr la adición 

de ADP en preaencia de fosfato o por acción de desacoplantes. indica que no se puede 

diferenciar entre un estado donde se incremente la oxidación del sustrato por la 

disipación del gradiente electroqulmlco para la sfntesis de ATP (estado 3). y otro en 

donde la no diaponibUklad de ADP impide el empleo del gradiente de protones por la 

ATPaaa, .. decir. no hay control respiratorio. 

Sin embargo, por los datos de microscopia electrónica se puede suponer que al 

existir una gran cantidad de restos mitocondriales y un bajo número de mitocondrias 
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intactas. los primeros son capaces de consumir oxigeno, pero no pueden tener control 

respiratorio, de esta forma dichos fragmentos membranales que oxidan sustrato 

pudieran no evidenciar el efecto del ADP sobre las mitocondrias intactas, 

an61ogamente, el efecto del desacoplante podría ser enmascarado por la presencia de 

un número significativamente elevado de mitocondrias rotas. 

Sólo auccineto y mal8to estimularon el consumo de oxigeno en las mitocondrias 

•tal8dea de Polytometl•. Le oxidación de auccineto ocurre vfa el complejo 11 de la 

c.denai reaplratorie, que presenta en una de aua aubunidade• ta actividad de succinato 

-hldrogena-. que participa en el ciclo de loa 6cklos trlcarboxlllcoa. Esta enzima es la 

única del ciclo de los 6ckloa trlcarboxlllcoa que - de f).9turaleza membranel (Hatefi y 

col .• 1978) por lo que ae encuentnl tanto en e.a mitocondrt.a intactas. como en los 

tr.gmentos de la membrmna interne que eat6n presentes en la preparación, de tal 

forma que 18 8dici6n de auccinato estimula el consumo de oxigeno tanto en las 

mitocondriaa lntact8a, como en los reato• de mitocondrias rotas. 

En el caso del ma .. to, ea posible que exista una enzima m61ica, similar a la que 

- prwsenta en planta• y que se aabe - posible encontrar tambit!Jn en la matriz 

mitocondrial de algunos organismos. En tal caso. la enzima mélica transforma el malato 

•n piruvato, con la libermci6n de C02 y la reducción de NAO• a NADH2 • éste ültimo 

puede -r oxid•do por la NADH deshidrogenesa alimentando la cadena respiratoria 

L8 oxid•ción de NAOH exógeno sólo se conoce en el caso de plantas. algas y 

protlatea (Sledow,1982 y MOller y Lin, 1986. Buetow, 1989) donde se localizan NADH 

deahk:Srogenaa •ltemas que pueden oxidar el NADH generado fuera de la mitocondria. 

En el caiao de lms mitocondri•• de Polytomella. no ae presentó estimulación en el 

consumo de oxígeno (T•bl• 1) cuando se adiciona NADH. aunque cabria esperar 

•lgune .. timulación por la presencia de membranas mitocondriales rotas que pudieran 

tomar los electrones del NADH vía el complejo l. En trabajos previos con mitocondrlas 
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ais1adas de Polytomella caeca • se ha detectado actividad en e1 consumo de oxigeno 

con NADH eJC.ógeno como sustrato oxidable con sensibilidad parcial a rotenona. y se 

puede disUnguir mas de una vla para la oJC.idación de NADH. eJC.istiendo por lo menos 

dos para NA.OH endógeno (Lloyd y Chance. 1968) • sin embargo en este trabajo el 

NADH exógeno no estimuló ta respiración. Es dificil atribuir una causa a esta d\ferencla 

en la oxidación de NA.OH, posiblemente se deba a las ce.racterlstlcas de la especie. que 

no se ha determinado. con la que se han realizado los e•perimentos, asi como por tas 

condiciones de crecimiento. que se sabe pueden afectar enzimas que oxidan NAOH. 

aumentando o reduciendo su act\vidad (Evans y Uoyd, 1967). 

El detectar 1a presencia de una actividad en el consumo de oxigeno resistente a 

cianuro, abrió la posibilidad de estudiar la respuesta a inhibldores ya conocidos de 

oxidasas alternas en otros organismos. En principio es claro que existe un componente 

en la cadena respiratoria de Polytomella que presenta insensibilidad a cianuro, y que es 

totalmente sensible a la acción de OPA . Para la mayor1a de los casos de oxidases 

alternas de plantas, el ácido sa\icilhidroxémico es considerado como un lhlbldor 

especifico de su actividad. En este trabajo el SHAM no resultó ser un buen inhibidor del 

consumo de oxigeno insensible a cianuro. En Chlamydomonas se conoce el efecto 

inhibitorio de SHAM sobre la actividad de oxidasa alterna, por la cercanla filogenétiea 

de Polytomella con Chlamydomonas, no resultaria inesperado una oxldasa alterna en 

Polytomella inhibible por SHAM, sin embargo. como ya se mencionó, la actividad de 

oxidasa altema en Polytomella no es inhibible por SHA.M. incluso a una concentración 

tres veces más atta a la empleada en estudios con Chlamydon10nas. Este punto 

muestra una diferencia inicial en las caracteristicas de la actividad de oxidasa a\terna 

entre ambas a\gas unicelulares. Por otro lado en tos trabajos con mitocondrias aisladas 

de Chlamydomonas no se ha explorado la sensibilidad a antimiclna, como tampoco se 

ha hecho con la naturaleza de la actividad de la enzima (quino\ o citocromo oxidasa), 

(Weger, 1990 , Erlksson y col., 1995). 
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El SHAM tampoco inhibe la respiración en mltocondrlas de Euglena gracilis 

(KOmel y Brinkman, 1988, Uribe, 1992A, Urlbe y col., 1992). Existen similitudes con 

Po/ytome//a respecto a las características de fa respiración resistente a cianuro, que 

aenln comentadas posteriormente. 

La combinación de cianuro 0.5 mM y OPA 0.5 mM inhibe totalmente el consumo 

de oxigeno, independientemente del orden en que se adicionen, lo que permitió una 

primera aproximación para suponer Ja existencia de una oxidase alterna. Las 

titulaciones con ambos inhibldores siguiendo el consumo de oxígeno en presencia de 

antimlclna con ascorbato y TMPO como donadores de electrones, refuerzan la idea de 

que la actividad de oxidase altema es dJferenciable y separable de Ja actividad del 

complejo IV (cltocromo e oxidase aa3), que como ya se mencionó es totalmente 

sensible a cianuro. 

La titulación con OPA cuando se empleo unicamente succlnato como sustrato 

muestran que la difenilamina esta actuando como un inhlbidor efectivo y específico de 

la actividad de oxidase alterna. A concentraciones por arriba de 0.5 mM el papel de 

OPA parece ser sobre ambas vfas: una inhibición específica sobre el componente 

insensible a cianuro y otra sobre la citocromo e oxidasa. También en Euglena ya se ha 

reportado un efecto dual de OPA en el consumo de oxigeno (Sharpfess y Butow. 1970, 

Uribe y col., 1992, Devars y col., 1992). 

Como ya se dijo, Ja mayorla de las oxidasas aftemas en pfantas también 

presentan insensibiUdad a antimicina par su actividad de quincil oxidasas, y esta 

actividad residual es por tanto sensible a SHAM y OPA (Baker, 1963, Moore y Bonner, 

1982. Uribe y coJ..19928 y Moore y Siedow. 1991}. El caso de Polytomella es diferente, 

ya que fa adicion de antimicina inhibe en més de 90% el consumo de oxigeno. este 

resultado augiere que la posible oxidasa artema no es una quinol oxldasa si 

consideramos que la inhibición es única y especlflca sobre el complejo 111. Sin 

embargo, otra posibilidad es que esta oxidase alterna presente sensibiUdad propia a 

antlmk:ina. A la fecha no hay reportes sobre sensibilidad intrínseca en oxidases 

alternas, sin embargo un efecto inhibitorio de mixotiazol, no directo posiblemente, ya se 
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conoce para una oxk:laaa terminal alterna bacteriana. por los trabajos realizados con 

Paracoccus denitrlficans (Raitio y WikatrOm, 1994), de donde pueden mencionarse 

algunas analogiaa con la oxida- alterna de PolytontaU.. 

En Paracoccus ha sido posible la detección de una actividad de oxldasa alterna, 

diferente a la de quinol oxida- del complejo ~ , que ea sensible a antimlcina en 

mutantes que carecen de citocromo e oxidasa funcional (Complejo aa3 ), lo que indica 

que existe otro tipo de oxidaaa attema que funciona en conjunto con el complejo bc1 , 

por ello la gran sensibilidad a mixotiazol, sin embargo, el complejo no ha sk:to 

identificado. pero probablemente presente un hemo tipo b (Raitlo y WlkatrOm, 1994). las 

caracteristicas de esta oxk:lasa alterna ae asemejan a las que inferimos de loa datos 

obtenidos con Polytome//a ,donde al bloquear el complejo 111 con antimlcina se obtiene 

una alta inhibición del consumo de oxigeno, ademas de la posibiklad del que funcione 

como bomba de protones, caracterlstlca que se encuentra tambien en el complejo 

mencionado en Paracoccus . 

En tal caso, es posible que la oxldasa alterna de Po/ytome//a tenga un mayor 

numero de similitudes con las oxidasas terminales bacterianas, y con la de Euglena 

oracills. que con las qulnol oxidasas de plantas y otras algas. Dada su sensibilidad a 

antlmicina y su evidente baja Inhibición a concentraciones muy altas de écido 

saUcHhidroúmico, asf como la capacidad de bombeo de protones. que se sabe no 

existe en o•Jdasaa alternas de plantas. 

Las caracterfsticas que se pueden apreciar sobre la oxidaSa alterna de 

Polytome//a derivadas de loa estudios de oximetrra indican que es Insensible a cianuro, 

sensible a OPA. antimlcina y HQNO. el primero con una aparente especificidad a 

concentraciones por debajo de 0.5mM, asl como cierta senslbllldad por n-propllgalato ( 

60% a una concentración de 1.5 mM). 
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____ ..__ 
Por ,_ generación de potenciales transmembranales se puede suponer que en la 

prepanición de mitocondriaa de Po/ytotne/la se presentan organelos con un estado de 

integridad en la membrana intema suficiente para mantener un gradiente de protones, 

que es -n•ible • de-copiante. Con el uso de esta t6cnica espectrofotométrica es 

posible detectar el funcionamiento de las mltocondrias acopladas, aún y cuando existan 

numeroaoa frmgmentoa mltocondrialea, ya que 6stos no interfieren en los cambios de 

absorbancia de la -fr•nina que dependen del potencial. 

Los potenciales, al no ser colapsabtes por la adición de cianuro y sf por la de 

OPA, podrían indicar que la oxidasa alterna de Po/ytomel/a puede estar manteniendo la 

magnitud del potencial tllnsmembranal aun en presencia de cianuro, lo que sugiere que 

ea capaz de translocar protones. Esta capacidad solo se conoce para algunas oxidasas 

diferentes de la tipo aa3 ( complejo IV) de algunos procariontes. como el caso de 

Paracoccus denlrificans (Raltio y Wikstrüm, 1994), y Escherlch/a co/i (Minagawa y col., 

1992) ambas eubacterfas; y el de la arqueobacteria Sulfolobus acidoc_alcarius, 

(Glei-ner y col.. 1994) sin embargo. en las oxidasas terminales de eucariontes no hay 

reportes de oxidaaas alternas que funcionen como bombas de protones, y solo se ha 

mencionado esta posibilidad para las mitocondrias de Euglena gracllis (Moreno­

Sénchez y Raya, 1986, Uribe y col., 1992). 

El hecho de que los potenciales sean abatibles por antimicina, HQNO y nPG, 

relacionan estos datos con los obtenidos para oximetria respecto a la sensibilidad de 

las mitocondrias de Polytomella en el consumo de oxigeno. tanto por la vla clásica 

como por la oxidaaa alterna. 

Un punto importante de este trabajo es que abre la poslbiliad de que exista una 

oxida- tenninal mltoconcfrial inaensible a cianuro, capaz de translocar protones. Su 

posterior caracterización y eventual purificación serian de grán interés, pues no existen 
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muchas evidencias de oxldasas alternas mitocondrlales con las caracterfstlcas que 

sugieren los resultados anteriores. 

Tomando en cuenta los resultados sobre generación de potenciales en 

presencia de cianuro, es muy interesante conocer si la magnitud de éstos es suficiente 

para permitir procesos que dependan de esta energla, como es la fosforllación de ADP 

enATP. 

Los resultados de la tabla 111 muestran que las mltocondrlas de Polytomella 

pueden sintetizar ATP con succlnato y malato como sustratos, aún en presencia de 

cianuro, pero que la adición de OPA a muestras que han sido Incubadas con cianuro 

disminuye claramente la sintesls de ATP. Estos resultados también apoyan la Idea de 

que la oxidasa alterna de Po/ytomella puede bombear protones y generar la energia 

suficiente para que se lleva a cabo la fosforllación de AOP a ATP por actividad de La 

ATPasa F 1 F 0 , como ocurre en bacterias. En ese caso, el sistema descrito en este 

trabajo seria el primero no bacteriano donde una oxidase terminal altema impulse la 

fosforilación oxldatlva. Sin embargo, hay que tomar en cuente los resultados mas 

rec:ientes que muestran una alta inhibición por cianuro, que por un lado no apoyan la 

idea de que la oxldasa alterna pueda generar un potencial transmembranal suficiente 

para la sfntesis de ATP, pero por otro lado no descartan la posibilidad de que la oxidas 

alterna de Polytomella funcione como bmba de protones y particpe en otro tipo de 

procesos que requieren del gradiente, como es el transporte de iones. 

Por otro lado. se sabe la adición de oligomlcina. que es un inhibidor de la 

ATPasa F 1 F 0 , y a ta cual es totalmente sensible una fracción purificada de la ATPasa 

de Polytomella (Atteia, Dreyfus y Gonzátez-Halphen, datos no publicados), disminuye la 

sfntesis de ATP alrededor del 60 º/o, en ausencia de cianuro y OPA (datos no 

mostrados). 
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En los experimentos sobre slntesls de ATP no se presenta un efecto de 

desacoplantes. esto es contradictorio al comparar estos resultados con los obtenidos 

en la medición de potenciales transmembranales. ya que éstos sí se presenta un 

colapso del potencial. y se esperarla que la adición del desacoplante disminuyera la 

fosforilaclón o>ddatJva. En este caso pudiera ser que esté ocurriendo incorporación de 

fosfato por una vla diferente a la ATPasa y que no dependa de la energfa del gradiente. 

Se habla pensado en una pJrofosfatasa como responsable de esa incorporación, sin 

embargo este tipo de enzimas funcionan acopladamente al gradiente electroqufmico. 

por lo que es poco probable dicha explicación. 

En conclusión. es posible que la oxidase alterna que los resultados sugieren 

existe en las mltocondrlas de Polytomella, tenga las siguientes características: 

1. Sea Insensible a cianuro 

2. Su actividad sea lnhlbible especificamente por OPA a concentraciones menores de 

0.5 mM; la inhibición por nPG es parcial y SHAM no es un inhibidor específico 

como lo es para oxidases alternas de plantas y Chlamydomonas. 

3. Es sensible a antimicina, el grado de Inhibición sugiere una bifurcación en el 

tranaporte de electrones después de la reducción del complejo 111. Alternativamente, 

la oxidaaa alterna puede ser inhlblble directamente por antJmiclna. 

4. Pre-nta sensibilidad a HQNO. 

5. Puede translocar protones y generar un gradiente electroqufmico en presencia de 

cianuro. El potencial es abatible por desacoplante. 

6. El potencial generado por la oxidase altema permitirla la sfntesls de ATP. Los 

desacoplantes parecen no inhibir la sfntesls de ATP cuantificada. 
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Como próximos estudios a realizar con Polytomella se piensa en efectuar pasos 

de purificación para las mitocondrlas aisladas por medio de gradientes discontinuos de 

percal o iodixanol. con el fin de separar las mitocondrias intactas de los fragmentos 

membranales. tanto de membrana plasmática cómo de mitocondrias destruidas. 

La obtención de una preparación mltocondrial que presente en su mayoría 

mitocondrias intactas constituye un aspecto fundamental para estudios que aborden 

otros aspectos de la función mitocondrial, no tratados en esta trabajo. Así mismo como 

la caracterización en mayor detalle de la oxidase alterna, que particularmente abre 

propias expectativas. como son el tipa de actividad. tipo de grupo redo>c: que presenta y 

cuantificación de la capacidad de bombeo de protones. Por otro lado, es de Interés 

para el proyecto global sobre Po/ytome//a la realización de experimentos sobre la 

blogénesis de los complejos mltocondriales, a partir de la síntesis In vltro de los 

p6ptidos y el seguimiento de su importación hacia el interior de la mitocondria. este 

proceso. se sabe. depende de Ja generación de un potencial transmembranal, por ello 

la Importancia de obtener mitocondrias acopladas. 

El aspecto milla Importante de este trabajo ha sido la detección en PolytoTT1el/a 

de una actividad en el consumo de oxigeno y de síntesis de ATP parcialmemte sensible 

a cianuro. La caracterización de esta actividad debida a la presencia de una oxidasa 

alterna es un punto muy interesante, debido a las caracterfsticas que se han inferido 

de los rasuttadoa obtenidos. Es fundamental aclarar el papel de la oxidasa alterna en la 

cadena respiratoria de Polytome//a, sobre todo su posible función como bomba de 

protones. si se comprueba sería necesario cuantificar el gradiente generado para saber 

con detalle la participación en los procesos mitocondriales que dependen de energía. 

La alta sensibilidad a antimlcina, sugiere que no es una quinol oxidasa tfpica, 

similar a la de plantas, incluso que no se trate de una quinol oxidasa. por ello es 

Importante la detenninación del tipo de actividad que presenta. La posibilidad de 
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encontrar una citocromo oxidasa terminal. diferente del tipo aa3 • es probable por las 

caracterfaticas ya discutidas. y de ser asi, se tratarla de una oxidasa alterna distinta de 

.. report8da para otro tipo de protistas. incuyendo algas clorofilas. Por otro lado, 

int....nte es abunad•r sobre el poaibte papel de la oxidasa alterna de Polytomella en 

le gltflltf'mción de un gradiente electroqufmico de protones. para tal fin es necesario 

.-Hz8r experimentoa sobre la foaforilaci6n oxidativa en presencia de lnhibidores de la 

vfa claaicm y de oxld•-• aHernas. asf como de diferentes de-coptantes. 

Ea muy intere .. nte continuar el estudio de esta actividad en Polytomella. a fin 

de conocer •i .. ta oxldaaa aHerne rn.ntiene una mayor •imilitud. como indican los 

- de ..,..lbHldad • inh- y de poalble activic:led como .,.nslocedora de 

protones, con o-• t.rrnlnelea de proceriontea, y con lo report.do pana Eug/ena 

_.,. • Aun no exlat.n l9poftea aobre oxide-• terminales alternes en euceriontea que 

geneNn potenclelea .,.namembna.-. y permiten _..,s que dependen de energla . 
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