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R E S U H E N 

En este trabajo se utilizaron derivados sínteticos de la 
perezona. La perezona interfiere con los procesos de oxido­
reducción de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. 
Se determinó el efecto de algunos derivados sobre el consumo de 
oxigeno y la actividad de ATPasa de mitocondrias aisladas de 
higado de rata, con el objeto de esclarecer la interacción de 
estas benzoquinonas con el sistema de fosforilacion oxidativa de 
la mitocondria. El objetivo principal de este proyecto es 
entender la participación de la coenzima O en los mecanismos de 
conservación de energ1a de la cadena respiratoria mitocondrial. 

Los derivados de la perezona con un radical polar en la 
cadena sesquiterpénica nb inhiben el consumo de oxigeno. Los 
derivados que mostraron un efecto mayor sobre la respiración 
fueron la perezona reducida en la cadena lateral (PRCL) y la 
hidroxiperezona (HPI. Esta inhibición ocurre en el segmento de la 
cadena ql,Je esta entre la coen.zima a y el citocromo c. El sitio 2 
es más sensible que el 1 a la inhibición por la PRCL y la HP. La 
concentración necesaria de PRCL para inhibir un 75~ el consumo de 
oxigeno desacoplado (valinomicina) es de 8 nmoles por mg de 
prote1na, mientras que la HP necesita 25 nmoles y la perezona 265 
nmoles para producir el mismo efecto. La HP y la PRCL no mostra­
ron un efecto protonofórico. La PRCL estimula la actividad basal 
de ATPasa y tiene un efecto bifásico de inhibición-estimulacion 
de la actividad hidrolitica de ATPasa inducida por la valinomici­
na y el dinitrofenol (DNPI. 

El mecanismo propuesto para explicar el efecto de la perezo­
na es que esta molécula actua como un vertedero de electrones que 
a temperatura ambiente acepta los electrones de la cadena respi­
ratoria y los regresa a ella muy lentamente, lo que resulta en 
una inhibición del consumo de oxigeno. Nuestros datos no pueden 
ser explicados por este modelo, ya que la inhibicion por Ja PRCL 
no es reversible por la temperatura. Es probable que la inhibi­
ción producida por la PRCL y la HP sea directa sobre los sitios 
sensibles a antimicina y mixotiazol, de una forma similar a la 
producida por la 7-<n-heptadecil)mercapto-6-hidroxi-S,8-quinol1n­
quinona (HMHOQJ. 
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r N r R o o u e e r o N 

Si pregunt~ramos al hombre comun t:omo los organismos mantie­

nen durante su vida una organizacion ~an compleja, tal vez nos 

diria que debido al consumo y tra.nsformación de los alirnentc•s 

ingeridos; sin embargo, para un fisico esta pregunta rresenta un 

desafio muy especial, ya que los organismos vivos parecen contra­

decir una de las leyes fundamentales de la f1s1ca, l~ enunciada 

por Clausius a mediados del siglo XIX. conocida como la segundó 

ley de la termodinámica, que dice que los conJuntoz organi=adcs 

de materia tienden a la desorganizacicn, y que ctlci:mzan mayor 

desorden a través del tiempo. En la actualidad se sabe que las 

células se ajustan al cumplimiento de esa l~Y. al mantener un 

orden interno en estado estacionario din~mico, a expensas de la 

luz solar y los elementos nutritivos transformados por el metabo­

lismo (1). 

El metabolismo de!;empeña cuatro funciones especificas: ll 

obtener energía quimica a partir de la degradación de compuento~. 

ricos en energia, provenientes del medio, o de lci captura de la 

energia solar; 2) convertir las moleculas nutricias en agentes 

precursores de las macromoleculas de las celulas; 3J reunir 

dichos compuestos precursor·t:s a t in de sinteti::ar elementos mtss 

complejos como proteinas, acidos nucleicos, lipidos. polisacari­

dos y otros componentes celulares y 4) sintetizar, as1 comD 

degradar. las biomoléculas que se necesitan en las funciones 

especializadas de las célulasc11. 

EL AREA DE ESTUDIO DE LA BIOENERGETICA 

Del estudio de la primera de estas funciones, es decir la 
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obtencion de energia quimica, se encarga la Bioenergética: aunque 

todas las reacciones bioquimicas inGluyen cambioG de energia, los 

especialistas tienden a restringir sus investigaciones a un tipo 

particular de procesos que ocurren en cierta clase de membranas. 

El tema central de la Bioenergética es el estudio de los mecanis­

mos por medio de los cuales la energia disponible de la oxidación 

de sustratos o la absorción de luz, puede ser usada para realizar 

reacciones que implican un gasto de energía, tales como la sinte­

sis de trifosfato de adenosina CATP) a partir de difosfato de 

adenosina (ADPJ y fósforo inorgánico (Pi) o la acumulación de 

iones a través de una membrana (2). 

Aún cuando en ocasiones la sintesis de ATP ocurre en siste­

mas solubles, la mayor proporción se verifica en complejos enzi­

máticos integrados a las membranas. Las membranas, a las que 

estan unidas esta5 p~oteinas, se conocen como membranas ~rans­

ductoras de energia: las principales son la membrana plasmática 

de la mayoria de las bacterias, la membrana interna mitocondr1al 

y la membrana tilacoidal del cloroplasto (2). 

Las membranas transductoras de energia presentan rasgos 

caracteristicos en cuanto a la sintesis del ATP. Cada una de 

ellas tiene dos sistern~s proteicos distintos. Uno conocido co~o 

ATPasa, aunque mas correctamente deberia ser llamado ATP sintasa, 

que cataliza la sintesis no espontanea de ATP a partir de ADP y 

Pi. Todas las membranas transductoras de energ1a contienen dicha 

enzima. La naturaleza del se~undo sistema depende de la fuente 

primaria de energia de que dispone cada membrana: en el caso de 

las mitocondrias o las bacterias aerobicas_es la cadena respira-

8 



toria la que cataliza la transferencia espontanea de electrones 

de los sustratos oxidables 3 les aceptores finale$, como eJ 

oxigeno (Ozl. En el caso de los cloroplastos y las bacterias 

fotosintéticas, el segundo sístema es una cadena de electronec 

movilizada por la absorción de luz visible dando lugar a la 

formación de oxigeno y a la generación de NADPK y ATP (2). 

LA PRODUCCION DE ATP POR LAS CELULAS 

La busqueda de un intermediario quimico que acoplara la 

oxidación de los sustratos oxidables a la s1ntesis del AT~ origl· 

nalmente propuesto por Slater (3), significo un gran esfuerzo, 

sin éxito. Fue hasta 19&1 cuando Peter Mitchell {4), postulo la 

hipótesis quimiosmótica en la que propone que el intermediario 

buscado era un gradiente de protones generado a traves de la 

oxidación de sustratos que cedian su energ1a a los 

rédox de la membrana. La parte fundamental de la 

complejos 

hipotesis 

quimiosmótica establece que la cadena de transporte de electroneE 

de las mitocondrias, los cloroplastos o las bacterias, esta 

acoplada a la sintesis del ATP por el potencial electroquimico 

del proton (delta µH+) en las membranas transductoraG de energ1a. 

El potencial electroquimico del protón es una medida termc•dinaml­

ca de cuan distante del equilibrio se halla el gradiente de 

protones. La transferencia de electrones y la sintesis del AT~ 

son catalizadas por proteinas que funcionan por zeparado que 

bombean protones; esta transferencia y sin~esis son reversibles. 

El delta µH• generado por el transporte de electrones, se usa 

para que una bomba de protones dependiente de la hidrólisis del 

ATP funcione en direccion contraria. por ejemplo en la aintesis 
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de ATP (51. 

LA HITOCONDRIA ES UN ORGANULO TRANSDUCTOR DE ENERGIA 

Las funciones primarias de las mitocondrias consisten en la 

conservación de la energia proveniente de la oxidación de sustra-

tos y su ut11izacion para la sintesis del ATP. Una mitocondria 

promedio, ya sea la de un mamifero o de un eucarionte m~s simple, 

como la levadura, tiene aproximadamente las mismas dimensiones 

que la bacteria Escherichi? coli. Comúnmente se presenta como una 

particula ovalada de 1 a 2 µm de largo y o.s a 1 um de ancho (&l. 

r----- -- ~I 
oS"m 

Figura l. corte de una mitocondria de higado de rata 
que muestra las cuatro estructuras (7J 

Tip1camente, una mitocondria tiene dos membra0as separadas, 

las cuales conforman dos espacios internos diferentes. La membra-

na periférica, conocida como externa, es una cubierta in-

interrumpida que rodea totalmente el contenido del orgánulo. La 

segunda membrana es interna con respecto a.la anterior y también 
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constituye un espacio continuo. Debido a que la membrana interna 

forma una serie de invaginaciones llamadas crestas, su longitud 

es mucho mayor que la externa (6). 

El espacio intermembranal se localiza entre las membranas 

interna y externa, y la matriz está delimitada por la membrana 

interna (véase figura 11 (61. 

Distribución de las enzimas mitocondriales 

El desarrollo de algu~as técnicas ha permitido la separacion 

de las membranas mitocondriales y los componentes de los compar­

timientos. Gracias a dicha separación se ha podido precisar la 

distribución de diversas enzimas en el orgánulo (6). 

A-Membrana externa. Contiene un numero considerable de enzi­

mas: sin embargo, no constituyen ninguna via metabólica completa, 

y por lo tanto, los datos de composición no dan una idea clara 

acerca de la función de dicha membrana. Las dos enzimas más fre­

cuentemente usadas como marcadores de la membrana externa son la 

monoamina oxidasa y la NADH-oxidasa insensible a rotenona, in­

cluye asimismo varias enzimas relacionadas con la bios1ntesis de 

los fosfolipidos. También tiene proteinas, llamadas porinas, que 

actúan como poros inespecificos par8 solutos de menos de 10 kilo­

daltones (kDJ (6J. 

B- Membrana interna. La fosforilación oxidativa es la fun­

ción m~s importante de la mitocondria. Esta actividad es catali­

zada por cuatro complejos respiratorios y por la ATP sintasa. 

Estas cinco enzimas se localizan en la membrana interna y consti­

tuyen gran parte de la masa de la membrana. Además de los comple­

Jos respiratorios y la ATPasa, en la membrana interna se locali-
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zan la piridin-nucleotido-transhidrogena5a, la O-h1droxibutirato­

deshidrogenasa. y los sistemas responsables del transporte de 

ionez. sustratos y nucleótidos. Las concentraciones de NADH y 

NADPH estan separadas de las del citosol. mientras qu~ las con­

centraciones del ADP y el ATP se encuentran comunii:adas con lar. 

del citosol por medio del translocador de nucleotidos de adenina 

(6). 

e-Espacio intermembranal. Se han encontrado muy pocas acti­

vidades enzimaticas en el espacio intermembranal, la más impor­

tante de ellas es la de la adenilato-ciclasa la que pr.;bablement•• 

mantiene el balance adecuado de nucleotidos de adenina en el 

orgánulo (6). 

O-Matriz. Casi todas las enzimas Eolubles de la mitocondria 

se hallan en este espacio. La lista de actividades es muy exten­

sa, pero las que encierran particular importancia son los siste­

mas enzimáticos del ciclo de los ácidos tricarbc•xüicos y de la 

oxidación de ácidos grasos. La matriz contiene ademas ADN. ARN de 

transferencia, aminoacil-transferasas. ADN y ARN polimerasa, .. ;· 

otros componentes de la maqcinaria mitocondrial de transcripGión 

y traducción \ó). 

SISTEMA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES 'f FOSFORILACION OXIDATIVA 

El sistema de fosf orilacion oxidativa de los eucariontes se 

localiza en la membrana interna mitocondrial, la cu3J ce integra 

con -70% de proteina y -30% de lipidos. Los lipidos pl'edominantee 

son la fosfatidilcolina <-•0%). la fosfatidiletanolamina (-35%) y 

la cardiolipina (-15%) (8). En mitocondrias de corazon de res, el 

-SOX de la prote1na de la membrana interna esta asociada con los 
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sistemas de enzimas que catalizan la fosforilacion oxidotiv,1, el 

resto incluye varias proteinas transportadoras y enzimas que 

actúan como donadoras de electrones a la cadena respiratoria. 

Funcionalmente, el sistema de fosforilacion oxidativa está com-

puesto de cinco complejos enzimaticos lipoproteicos (9), Estos 

son: 

- NADH:ubiquinona oxidorreductasa <complejo I), 

- succinato:ubiquinona oxidorreductasa (complejo II!, 

- Ubiquinol:ferricitocromo e oxidorreductasa (complejo III!, 

- Ferrocitocromo c:oxigeno oxidorreductasa (complejo IV!. y 

- ATP sintasa (complejo V) (9). 

En la tabla 1 se presenta la información referente a pesos 

moleculares, composición- polipeptidica, grupos prostéticos y pro-

porciones relativas aproximadas de los complejos respiratorios en 

mi tocondrias de corazón de res. De los aproximadamente 60 poli.-

Complejo A B e D E 

O. 7 a 0.9 25 FHN, centros Fe-s 

II 0.14 4 a 5 FAD, centros Fe-s 2 
heme boeo 

IIl 0.25 9 a 11 hemo boa2, b04e.. c, 3 
centro [2Fe-2SJ 

IV 0.16 a 0.17 13 3 hemo aa0 , cu •. Cu.o: 6 a 7 

V 0.5 12 a 14 2 nucleOtidos de 3 a 5 
adenina, Hg2+ 

A- Peso molecular x 106 (monomero). B- Polipéptidos. e- Poli­
péptidos codificados en el ADN mitocondrial. D- Grupos 
prostéticos. E- Abundancia relativa en mitocondrias. 

Tabla l. Caracteristicas de los complejos I, 11, III, IV y V de la 
membrana interna mitocondrial (9) 
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peptidos distintos que forman a estos cinco complejos enz1ma­

ticos, se sabe que en los mam1feros tan solo seis de ellos ~=:s~ 

codificados por el ADtl mitocondr1al y e~n ~intetizadoe dentro de 

la mitocondria; el resto de las proteínas son producto de lo~ 

ribosomas citopl~smicos ~importadas a las mitocondrld~ \10). 

Los cinco compleJos enzimaticos del sisteQa de fosforilacion 

oxidativa mitocondrial interactuan funcionalmente como se muest~a 

en la figura 2. Los complejos I, JI. IJJ y JV. la coenzima a y el 

citocromo e constituyen la cadena respiratoria. Los acarreador~e 

de electrones de la cadena respiratoria son e~tructuras quin0ides 

flavin-mononucleotido {FMNJ, flav1n-aden1n-dinucleotido IFADI y 

coenzima O (Cc10) y complejos de metales de translcion grupos 

fierro-azufre, hemo y cobre unido a prote1nas. Las estructuras 

quino.ides y los grupos fierro-azufre predominan en la region de 

potencial rédox lE~J<O, y los herno y el cobre en la reglen de 

Em>O. Como se observa en la escala del E"' en la part"O! superior de 

la figura 2, los acarreadores de electrones de la cadena respira­

toria mitocondrial parecen constar de tres regiones casi equ1po­

tenciales, en las cuales los cambios de energia son menores de 

100 mV. También existen inten•alos {representados por los espa·· 

cios entre los corchetes en la escala de E;¡., de la figura 2> en 

que las diferencias de energ1a entre los componentes de la ~aJena 

respiratoria son mayores de 100 mV. rio .:e conoce el significado 

de estas caracter1sticas en relacion al mecanismo rj0 transdu~cicn 

de energ1a por la cadena resp1rat.c1ria mi tocondrird; tan solo ::::e 

sabe que en las regiones casi equipotenciales hay un maximo de 

conservación de energía 19). 

En tres reacciones de óxido-reducción de la cadena respira-
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toria (representadas por los complejos I, IlI y lV) la ener;;ia de 

ox1dacion se conserva por un proceso de translocac10n vectorial 

de protones y genera un potencial electroquimico (deltaµ,.,•¡ a 

través de la membrana. La energia potencial asi producida puede 

ser utilizada para la sintesis del ATP. Si se cubre el gasto de 

energia necesario, toda la cadena respiratoria puede ser reversi-

ble, excepto el paso final donde la transferencia de electrones 

desde el citocromo 83 al oxigeno no lo cs. Este hecho es impor-

tante ya Que desplaza el equilibrio del sistema hacia la trans-

locación de protones (9). 

~OCCD 

.c...p., V fl. fo.,~~PÍ. f~ fl 

1 
AIPIADf', J\ 

Figura 2. Esquema del sistema de transporte de electrones y 
fosforilación oxidativa, que muestra los componentes de los com­
plejos r, lI, III, IV y V, y el acople energetico a través del 
deltaµ,.,• entre los complejos transductores de energia I, III, •IV 
y V. La escala EM es aplicable a todos los componentes de la 
cadena respiratoria, excepto FeSN-1• {Em-~~~-~00 rnVJ, FeSe-

2CE •• ~--400 mVJ, Y b,...o (EM•~-100 mV) (9) 
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Los complejos I, I!l y IV aislados e incorporados a ves1-

culas fosf olipidicas sintéticas catalizan la translocacion de 

protones acoplada a la transferencia de electrones: además la 

1ncorporac1on conjunta de los complejos l o IV con la ATP sintasa 

en liposomas ha reconstituido la fosfor1lacion oxidativa 111 a 

13). 

COENZIMA Q 

El descubrimiento de la coenzima a fue hechú por Grane, 

Hatefi, Lester y Wldmer en 1957 (14). Realizaron este hallazgo al 

tratar de recons"titu1r el transporte de electrones con do.::; frac-

ciones, una de desh1drogenasas y otra de citocromos, parec1a que 

les fal tabil algo para restaurar el flujo de electror.es. E~t.a 

molécula faltante, que resulto ser la coenzima o, fue hallada en 

extractos de los lipidos de la membrana mi"tocondrial. 

En 1958 el grupo de Folkers (15) re~orto por primera vez la 

estructura quimica de la coenzima Q con su nucleo 2.3-dimetoxi-5-

metilbenzoquinona como estructura básica y su cadena de isoprenos 

monoinsaturados (véase figura 3). La serie completa de homologos 

de la coenzima Q con 1 a 12 unidades 1sopreno fue sintetizada en 

1971 por Mayer e Isler (ló). 

Figura 3. Coenzima º" 
(n=l a 12) 

ló 



Distribución de 1ª-~ Q 

Existen tres quinonas lipídicas con largas cadenas laterales 

isoprenoides que se encuentran ampliamente distribuidas, estas 

son: coenzimas O (ubiquinonas, 2-metil-5,6-metoxi-l,4-benzoquino­

nal, plastoquinonas (2,3-metil-1,4-benzoquinonal y vitaminas K 

Cmenaquinonas, 2- metil-1,4-naftoquinona). La coenzima a se 

presenta naturalm~nte tan sólo en animales; la plastoquinona no 

se encuentra no es absorbida ni metabolizada por los animales, 

mientras que la vitamina K debe provenir de una fuente externa. 

pero su forma activa no es como quinona. En plantas superiores se 

encuentran los tres tipos de quinonas, además del tocoferol. En 

la mayoria de microorganismos se encuentran coenzima O o menaqui-

nonas con cadena isoprenoide de distintos tamaftos, en pocas 

bacterias están ambas presentes y en algunas no se encuentran 

quinonas (17). 

En los animales superiores, la coenzima Oao es la forma 

predominante; la rata es la excepción mas notable, pues la o, es 

el homólogo mas abundante, con solamente una pequeña cantidad de 

º'º (17J. En cuanto a la distribución intracelular de coenzima o 

en eucariontes, en su inicio se considero que estaba predo­

minantemente localizada en las m1tocondrias, hasta que Sastry y 

col. presentaron por primera vez evidencia de que la coenzima O 

se hallaba distribuida en los componentes celulares de la si­

guiente forma: núcleo 25 a 307., mitocondria 40 a 507., microsomas 

15 a 20~ y fracción soluble 5 a 107. 117). 

El aparato de Golgi parece concentrar toda la coenzima o de 

la fracción microsomal y se han encontrado evidencias de su par-
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~icipaci6n en la transferencia transmembranal de electrones. Se 

ha señalado que la membrana pl21smdtica pud.i.era ..:.arecer de coen=:i­

ma a < 17} _ 

Propiedades qu1tt.i..f_q.§. gg_ ll co8n~i...I.!'@. Q y_ :-ompues~ rela<:1onados. 

Las caracteristicas m~s importantes de la qu1mica a~ la 

coenzima O en relación a su íunc1on son l-3.:: propiedadc~ redox de 

su grupo quinona y las propiedad€!S f 1s.1cas dB su ::adena later61 

isoprenoide (18). 

-La quim1ca de homólogos de lo :oenzima a 

Como se muestra en la figura 3, la serie de la coenzima Q 

abarca el nucleo 2, 3-dimetoxi-5-metil-E>-poliprenilt>enzoquioeonB 

con cadenas que contienen de 1 a 12 unidades isoprenoides. 

Los homólogos de la coenzima ú del 1 al 12 son solubles en 

la mayoria de solventes org~nicos. aunque no en agua debido a sus 

largas cadenas laterales hidrofóbicas. Unicamente los homólogos 

del 6 al 12 pueden ser obtenidos en forma crictalina a tempera~ 

tura ambiente {18). 

Debido a que los potenciales de oxido-reduce iDn ~ued•~n s~r 

determinados por polarografia o por titulación reduct1va, hay una 

variacion entre los valores reportados para compuestos puro$ y 

quinonas en varios orgénulos '18). El valor- dt?l pc•tencial mas 

frecuentemente citado está entre '104 mv )' +112 mv p3ra la coen­

zima Q aislada, para particulas submitocondriales ae corazón de 

res es de +65 mV, para mitocondrias de vegetales es de •70 mv y 

para el par ubiquinona/ubiquinol en Rhcdopseudomona§. es de -+92 

mV. Las formas semiquincnae de muchas benzoquinonas S">ustituidas 

dan potenciales rédox más altos. especialmente si son de vida 
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corta; en el caso de semlquinonas de la coenzima a. los pote11-

ciales rédox da los radicales pueden ser disminuidos alrededcr de 

105 +100 mV al es~abilizarlos por medio de ln unión con lo 

correspondiente apoproteina ~18). 

Las quinonas pueden presentar reacciones con aminas, con 

grupos sulfihidrilos, de oxido-reducción. de acetilacion de oxi-

dacion de un fosfato qui11ol y de formacion de quinhidronas (18J. 

Las reacciones biológicas mas simples y mas frecuentemente obser-

vedan de las quinonaa son las de oxidación-reducsion tvease 

figura 4). La coenzima 010 y sus homologos pueden ser parcial-

mente reducidos por un electrón a la forma serniquinona o total-

mente a la forma ubiquinol cuando aceptan dos electrones Las 

quir,on.;ss aisladas pueden ser fácilmente reducidas a compuestos 

leuco incoloros con ditionita de sodio alcalina, borohidrato 

alcalino, zinc, hidrogeno catalítico u otros agJJnter reCuctores 

Estas formas leuco de quinonas pueden ser reoxidadas por exposi-

ciOn al aire u oxigeno (18). 

ó-( ~:-+ o· 

) o < 
04 o 

auinona Semiquinona 

OH 

+H j o -H 

OH 
Ouinol 

Figura 4. Reacción rédox de quinonas 

-La qulmica de análogos de la coenzima o 

Todos los aspectos de la estructura de la coenzima o han 

sido modificados por sintesis, aunque algunos de ous an~logos, 
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como la serie epoxiubiquinona y la rvdoquinona se present."ln en 

forma natural (lBJ. 

Entre los análogos con sustituyentes en el anillo benzoqui­

nona se encuentran: la rodoquinona (2-2-amino-3-metoxi-6-metil-5-

multiprenil-l, 4-benzoquinona), los análogos hidroxi, los etoxi, 

los bromuro y los cloruro (18). 

La rodoquinona ha sido el único compuesto del tipo de la 

coenzima O encontrado en el músculo de Ascaris. Sato y col. (19) 

encontraron que la rodoquinona especificamente restablece la 

actividad de succinato oxidasa en mitocondrias del músculo de 

~,,mientras que la coenzima Q no lo hace. 

Los derivados 5-hidroxi de varios análogos de la coenzima o 

6-alquil benzoquinona han sido sintetizados y probados sobre la 

actividad de las NADH y succinato oxidasas de mitocondrias por 

Catlin y col. (20). En cada caso la actividad enzimática fue 

inhibida entre un 20 y un 607. por estos análogos de la coenzima 

a. 

La etoxicoenzima o restablece en 407. la actividad de parti­

culas transportadoras de electrones de mitocondrias de corazon de 

res extraidas con 1so-octano; derivados de la coenzima o susti­

tuidos por dietoxi-, iso~miloxi- o diisoamiloxi- restablecen la 

actividad entre un l y un 107. (21). 

Catlin y col. (20) encontraron que un grupo hidroxi en la 

posición s inhibia más que el bromo o el cloro como substituyen­

tes en el mismo sitio. 

También se han sintetizado análogos de la coenzima O con 

diversas modificaciones en la cadena lateral isoprenoide, entre 

estos cambios están la sustitución de la cadena lateral, la satu-
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ración de la misma o la or1entacion del doble enlace. 

La bromo-decil-coenzima O fue sintetiz.:.da por Yu y Yu <22J 

para usarla en el análisis del segmento ubiquinol-citocromo c­

reductasa de mit.ocondr1a, y demostraron que el espectro de la 

quinona unida a proteina se desplazaba a 282 nm, siendo que sin 

la proteina absorbe a 280 nrn. También se emplea como patron en el 

restablecimiento de la actividad en membranas carentes de quinonó 

y fosfolipidos, ya que produce un restablecimiento total (22). 

La epoxiubiquinona muestra la misma actividad in. vitro que la co­

enzima Q para restablecer la actividad de succinato oxidasa, pero 

el sistema de NADH oxidasa es inhibido en un 85% (18). 

La dihidro coenzima 010, la cual difiere de la coenzima 010 

en que tiene un 1sopreno terminal saturado e reducido, restablece 

de igual forma que la coenzima Oio la actividad de mitocondrias 

extraidas con acetona, es decir las modificaciones en la cadena 

lateral de la molécula de coenzima O no son criticas para la 

actividad (18). 

La fitil- ó hexahidro-coen=ima o~ pueden rec11perar un 40% 

de la actividad de la succinato oxidasa (23J. 

Cuando una rata se le administra intracardialmente per-

hidro-coenzima O, molécula en que la cadena lateral esta total­

mente saturada, ésta es retenida en el higado por periodos máE 

largos que la coenzima o normal. Finalmente, un 407. de la quinona 

total del higado de la rata eG sustituida por el analogo de 

cadena lateral saturada, pero no se observan diferencias en la 

función mitocondrial (18). 

Imada y Horimoto (24) probaron ieomeros cio y trano de 
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varios análogos de coen=ima O en 13 recuperaci~n de la ~ct1vidad 

de la succinato-oxidasa en mit0c0ndrias de higado de rata e%trai-· 

das con acetona y concluyeron que el doble enlace trans-2' ,3' de 

la cadena lateral isoprenoide era esencial para la maxima activi­

dad de la succinato-oxidasa. 

Para identificar las proteinas que unen a la coenzíma O, Yu 

y Yu {22 y 25) han sintetizado algunos análogos marcados radio­

activamente, tales como el OoC 1 o NAPA {2,3-dimetoxí-5-metil-6-

[10-[3-(4-azido-2-nitroanilino)-propionoxil)decilJ-l,4-benzoqui­

nona) y otros derivados azido de la coenzirna O, con substi­

tuciones. del grupo azido en las posiciones 2, 3 y 6 del anillo 

quinona. Estos derivados de la coenzima a han resultado ser 

extremadamente valiosos en el aislamiento de las proteinas que 

unen a la coenzima a y en estudios de reconstitucion. 

Con la idea de indagar el ambiente proximo a la coenzima a 

en su sitio de uniOn, Yu y Yu (26) construyeron un derivado de la 

coenzima a marcado con spin llamado coenzima 010 TMOPOC (2,3-

dimetoxi-5-metil-6-[10-(2,2,5,5-tetrametil-3-pirrolin-l-oxil-3-

carboxildecilJ-1,4-benzoquinona). cuando este derivado marcado 

con espin interaccionaba con la ubiquinol-citocromo c-reductasa 

depletada de coenzima a y fosfolipidos, la marca del espin se 

inmobili~6 completamente. Sin embargo, cuando estos fosfolipidos 

se agregaron, la marca del espin fue similar u la mostrJda en un 

ambiente hidrof6bico. Indicando que la cadena latereal alquil de 

la coenzima o está extendida dentro de la región hidrofóbica de 

la reductasa intacta y tiene cierto grado de movilidad. 
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-Antagonistas de la coenzima O 

Hay dos tipos de antagonistas de la coenzima O: l) •quellos 

que muestran modificaciones de la estructura de coenzima a en el 

anillo benceno o en la cadena lateral. Muchos de éstos ya han 

sido discutidos, pero aqui se hará énfasis en los análogos de lu 

coenzima a que muestran una mayor act:ividad biolOgiCa en mitocon-

drias aisladas y otros sistemas; 2) aquellos cuya estructura 

química no es similar a la de coenzima O, pero que son inhibido-

res efectivos de las cadenas de transporte de electrones 1D. vitro 

( 18). 

A. Antagonistas con similitudes estructurales a la coenzima a 

Hendlin y Cook (21) y Lenaz y col. {~3), probaron diversos 

análogos de la coenzima a modificados con variaciones en la lon­
:> 

gitud y la saturacion de la cadena lateral isoprenoide y en el 

núcleo quinona. Concluyeron que para restablecer la actividad de 

mitocondrias de corazón de res extraidas con isoctaoo, se re-

quiere de la estructura 2,3-dicetoxi-5-metil-6-alqu1lbenzoquinona 

con al menos 15 átomos de carbono. Ramas arma y Les ter l27 J, 

también observaron la oxidacion y reduccion de muchas quinonas en 

mitocondrias. 

Crane y Ehrlich (28) encontraron que se necesitaban lipidos 

neutros para la recuperacion de la actividad de succinato-oxidasa 

con coenzima 010 y qu1nonas con cadenas laterales largas 1sopre-

noides; los análogos de la cadena corta fueron mas efectivos en 

ausencia de lipidos neutros presentes (7). 

Catlin y col. (20 y 29) sintetizaron y probaron análogos 5-

hidroxi de la coenzima a con variaciones de la cadena lateral de 
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geranil a nonadecil; en mitocondrias intactas el mejor inhibid.oc 

de los sistemas de NADH y succ1nato-oxidasa fue la 2,J·dimetoxi-

5-hidroxi-6-fitil-1,•-benzoquinona. Cuando 1ustituyeron Br o Cl 

en la posición cinco del anillo bencénico, la coenzima resultante 

no fue tan inhibitoria como cuando tenia el grupo hidroxi. 

Bogentoft y col. l30J obtuvieron análogos 5-hidroxi de la coenzi­

ma a. y compararon su actividad en los sistemas NADH y succinato­

oxidasa. Huchos de estos análogos con variaciones en la cadena 

later~l isoprenoide inhibi~ron más del 507. de la actividad. 

Wan y Folkers (31), encontraron que la 2,3-dimetoxi-5-

metil-6-pentil-1,4-benzoquinona (PB) y la 2,3-dimetoxi-5-metil-6-

decil.-l,4-benzoquinona (08), que son análogos de la coenzima 0 1 y 

la 02, eran tan buenos para restabler la actividad como los dos 

homólogos de la coenzima o. El 6-pentadecil coenzima Q3 (PDBJ no 

era tan bueno como los análogos o, y 0 2 . Ackrell y col. (32) 

observaron que la PB podia ser usada como aceptar de electrones 

en el sistema de succinato-ubiquinona-reductasa, pero que blo­

queaba el transporte de electrones desde la succinato-deshidroge­

nasa al depósito de quinonas en el lado del oxigeno del centro 

HiPIP. 

Phelps y Crane (33), midieron la inhibición del transporte 

de electrones mitocondrial del NADH. el succinato o el duroquinol 

al oxigeno con los si&uientes anéloeos de quinona' 5- -ciclo­

hexil-n-pentil-6-hidroxi-2,3-dimetoxi-1,4-benzoquinona y 2- -

ciclohexil-n-pentil-3-hidroxi-1,4-naftoquinona. 

Jeng y col. (34), probaron muchos análogos de la piericidina 

A como inhibidores del transporte mitocondrial de electrones. se 

han encontrado dos sitios de acción de la piericidina A' lJ uno 
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de inhibiciOn a bajas concentraciones de piericidina A altamente 

especifico cerca de la NADH-deshidrogenasa. que puede ser el 

mismo que el sitio de la rotenona; y 2) otro en la v1a de la 

succinato-deshidrogenasa donde la inhibición es reversible por 

coen::ima o. 

Las ubicidinas son unas sustancias relacionadas a la pieri­

cidina A. Gutman y Kliatchko 135) determinaron su capacidad de 

inhibición. Estos compuestos fueron derivados 2-alquil de la 5,6-

metoxi-3-metil-4-piridona, con una longitud variable de la cadena 

lateral desde prenil, geranil, farnesil y fitil llaEta solanesil. 

La ubicidina-3 inhibe en el mismo sitio que la piericidina A; el 

efecto de estos dos inhibidores es aditivo, y la ubicidina-3 

puede prevenir la unión de la piericidina A. 

Otro antagonista de la coenzima O, que ha mostrado que 

inhibe la oxidaciOn del succinato y del Nf•DH poi· 1ni tocondrias de 

levadura, es la S-n-undecil-6-hidroxi-4,7-dioxabenzotiazol 

(UHDBT), como demostraron Roberts y col. (36). Trumpower y 

Haggerty (37) localizaron la inhibición por UHDBT en el segmento 

de citocromos bC1 de la cadena respiratoria. Bowyer y col. (38}, 

han usado UHDBT en Rhodopseudoinonas sphae.LQ..!..Q.~ para ver la 

inhibición del centro Rieske fierro-azufre y la reducción del 

citocrorno cz. 

La 

(HMHOQ) 

7-(n-heptadecillmercapto-6-hidroxi-5,8-quinolinquinona 

es otro antagonista de la coenzima O, como mostraron 

Roberts y col. (36), al inhibir la oxidación del NADH y el 

succinato en mitocondrias de levaduras. El grupo de Slater uso 

HMHQQ para identificar dos sitios diferentes áe unión de la 
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coenzima O en la OH2-citocromo c-oxidorreductaea (39} 

B. Inhibidores competitjvos de la coen:ima O 

En 1971, el grupo de Folkers (40) sintet1~6 y probo 16 5,8-

quinolinquinonas como antimetabolitos de la coenzima O. Dos de 

estos compuestos fueron efectivos: 7- -ciclohexiloctil-6-hidroxi-

5,8-quinolinquinona (CCJOJ y 3- -ciclohexiloctil-2-hidroxi-1,4-

naftoquinona rCNQJ. Posteriormente, Skel ton y col. ( 411, encon­

traron que la COQ y la CHO inhibian la llADH-ci tocromo c-reductasa 

y la succinato-coenzima a-reductasa competitivamente. 

La 7- -octadecilmercapto-6-hidroxi-5,8-quinolinquinona es un 

buen inhibidor de las actividades de NADH y succinato-oxidasas 

(18). La 6- -ciclohexiloctil-7-hidroxiquinolinquinona también in­

hibe la actividad de succinato-oxidasa y mostró potencialidades 

como una droga antimalárica (42). Los analogos hidroxi de la 

coenzima a han sido probados en mitocondrias de levaduras por 

Castelli y col. ( 43); quienes encontraron inhibición producida 

por la 2,3-dimetoxi-5-hidroxi-6-fitil-1,4-benzoquinona (HPBJ. Las 

coenzimas O:z y O., pueden revertir la inhibicion de la NADH­

oxidasa, pero no de la succinato-oxidasa. r.a HPB y la 2,3-

dimetoxi-5-hidroxi-6-farnesil-1,4-benzoquinona !HFBJ actúan como 

inhibidores de la coenzima a... el homologo de la coenzima o más 

abundante en la levadura. 

Trebst y col. (44) informaron que el análogo de la ubiquino­

na 2,5-dibromo-3-metil-6-1soprop1lbenzoqu1nona (dibromotimoquino­

na, DBMIBJ bloquea el transporte de electrones en cloroplastos a 

nivel de la plastoquinona, asi como que actuaba como un inhibidor 

competitivo en mitocondrias de corazón de res, al nivel de los 
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citocromos bc1. También se ha observado una inhibicion reversible 

del transporte de electrones por DBMIB en Escher1chia coli. 

Funciona1niento de la coenzima Q 

El ciclo Q Proton-motriz. En su forma original la teoria 

quimiosmotica predice la existencia de tres asas rédox distintas, 

una por cada sitio de acoplamiento; sin embargo. la evidencia 

obtenida mediante una amplia variedad de estudios, no apoya esta 

prediccion. El número de componentes de la cadena respiratoria 

que transporta a los protones y electrones es muy limitado. La 

formaciOn de dos diferentes asas rédox es directa; pero l~ 

construccion de una tercera asa distinta requiere la incorpora-

ciOn de componentes hipoteticos que aun no S..:! descubren 1451. 

Cpli1Sl! 
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Figura 5. Ciclo a proton motriz (46) 

A fin de explicar la pérdida aparente de una tercera asa 

rédox, Hitchell modifico su proposicion original y propuso la 

existencia de un ciclo a (véase figura 5), en que un par de 

electrones pueden translocar cuatro protones conforme se movi-

!izan a través de las moléculas acarreadoras asociadas con la 

coenzima a y el citocromo bc1 (complejo III). En ~ste modelo 

revisado, el complejo I translocaria dos protones tes'º corres-
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ponderia con el sitio de acoplamiento Il y serian cuatro los 

protones translocados por 1,3 coenzima a y los citocromos bci. tlo 

que corresponderia con los sitios de acoplamiento II y 1111; no 

se translocaria ningun protón adicional en la última parte de la 

cadena respiratoria, en donde al parecer no existe ningún aceptor 

de protones t45J. 

Antes de que fuese postulado el ciclo a, se tenian dos pro­

blemas que eran dif iciles de reconciliar con la idea de una cade­

na respiratoria lineal, eñ la que los electrones fluian del sus­

trato al oxigeno. El primero de ellos era explicar la translo­

cación da protones de una via de dos electrones desde el sustrato 

hasta el sistema de los citocromos a una via de un solo electrón 

desde los citocromos hasta el oxigeno. Un segundo problema era 

que el estado rédox del citocromo b era diferente del esperado en 

una cadena de transporte lineal de electrones. Una evidencia 

crucial en contra de la participacion del citocromo b en una 

cadena lineal, se encentro al ver que la adición de 2,3-dimercap­

topropanol (Br1t1sh-anti-Lowisite o BAL) o antimicina corta el 

flujo de electrones entre los citocromos by e, mientras que al 

utilizar los dos a la vez se inhibia la reducción de los b (46). 

En 1975, Mitchell postuló que la coenzima a deserapefia un 

papel no sólo en la transferencia de equivalentes de reduccion 

del NADH y el succinato, sino también en la transferencia de 

electrones entre los citocromos by c1. También mo~tro como los 

citocromos b transportaban los electrones a través de la membra­

na, y catalizan la reducción y la ox1dacion de la ubisem1quinona 

(o su disruutacicn), con el resultado de que dos protones son 

translocados por cada electrón transferido al citocromo C1 (46). 
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Exis~en diversas evidencias en favor del ciclo O en rnit0con-

drias, entre las cuales se enciientran las siguientes: 

1) Para la reducción deJ citocromo b hay dos vias, una requiere 

de las proteinas Fe-S de Rieske, por lo tanto, es sensible a GAL 

pero no a antimicina, y la otra es sensible a antimicina pero no 

a BAL. La primera se explica por la reducción del ferricitocromc. 

boe1.& por ubisemiquinona externa que es formada por la oxidación 

de OH= por el grupo Fe-S. La cantidad de citocromo b rdpidarnente 

reducible es equiparable a la cantidad del grupo Fe-s que sobre­

vive al tratamiento con SAL. Esta via también es sensible a mixo­

tiazol, que se cree previene la reacción del OH2 con la proteina 

Fe-S, y a varios anélogos de la coenzima O, que incluyen a la 

HHHQO, que inhibe la oxidación de la proteina Fe-S por el cito­

cromo Ct. La segunda via es la reducción del bee2 por la OH~. 

cerca de la cara interna de la membrana, via el reverso de la 

oxidación del citocromo b por la ubisemiquinona interna, que 

normalmente ocurre en el transcurso del ciclo o. Esta reacc1on es 

sensible a antimicina. Ambas vias son sensibles a HHHOO, pero a 

bajas concentraciones se inhibe especifiCñmente la negunda v1a 

(46). 

2) se han identificado mediante RPE las dos especies de ubisemi­

quinonas postuladas por Hitchell (47). 

3) Ya que la concentración de ubisemiquinona libre en equillbriú 

con la quinona libre y el quinol es muy baja, y la dismutacion es 

muy alta, la detección de las especies de semiquinona implica que 

deben estar preferencialmente unidas (con respecto al quinol y la 

quinona) 1 presumiblemente a lac proteinas que unen quinona, des-
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cubiertas por King y su grupo; por lo tanto. la existenc.ia.. de 

estas proteinas es una evidencia a favor del ciclo a (46). 

4) Cuando se introducen electrones dentro de la OH2:citocrorno e 

oxidorreductasa por medio de un pulso de luz en presencia de 

centros de reacción aislados de cromatoforos, citocromo c de 

mamífero y antimicina, la velocidad con que el citocromo bo62 es 

reducido es la misma que la de los citocromos e + C1 l46J. 

A pesar de todos estos datos a favor del ciclo a, tambien 

existen otros resultados que no pueden ser explicados con este 

modelo. Para abarcar todos estos datos se ha propuesto que el 

complejo 'III funciona como un dimero (4B); sin embargo, no ahon­

daremos más en este tema ya que el modelo del ciclo o es igual de 

útil y más fácil de abordar para nuestra discusion. 

bí!. ~ de guinonas. En las mitocondrias existe una gran 

poza de coenzima O funcional entre las deshidrogenasas primarias 

y la porción citocromo de la cadena de transporte de electrones 

(49 y 50). Su localización está bien establecida gracias al uso 

de inhibidores que evitan tanto la oxidación como la reducción 

de la quinona (26). Se ha visto que la extracción de la quinona 

de la membrana interrumpe la reducción por NADH o succinato en 

casi todos los citocromos (51). 

La coenzima O es de 5 a 10 veces más abundante que las des­

hidrogenasas o los citocromos (véase tabla 2). Lo que ha motivado 

la aseveración de que se encuentra como un depósito rédox entre 

las deshidrogenasas y los citocromos. También la cinética de su 

Oxido-reducción es consistente con su función (51). Green había 

vislumbrado que la coenzima O, por ser lip6soluble, podria ser un 
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acarreador movil de bajo peso molecular entre los grandes comple-

Jos fijos de proteinac, tales como los complejos I y II y el 

complejo III (51 >. Klingenberg ha enfatizado la similit:ud del NADH 

y la coenzima O como coen~imas con capacldad de transferir hidro-

genos, al actuar la coenzima o como un colec~or de electrones de 

las distintas enzimas unidas a flavoproteinas (51). 

Componente Concentracion 
( umol/g prot:) 

Deshidrogenasa del succinat:o (FADJ 0.29 

Deshidrogenasa del NADH (FMtl) 0.23 

Hierro no-hemo 3.3 

Coenzima Q 3.4 a 4.5 

Citocromo b (total) 0.8 

Citocromo e • e, 0.3 

Citocromo a • a~ l.6 

Cobre l.6 

Tabla 2. Concentración de los componentes redox 
en las crestas mitocondriales (511 

No se tiene cert:eza de como se encuentra el deposito de 

quinonas en la membrana, pero las posibilidades parecen ser limi-

tadas y estar sujetas a estudio experimental.· era ne ( Sl ¡ . corre­

laciona varios estudios relativos a las reacciones rédox de qui-

nonas, la extracc10n, le expos1ci0n a la superficie y las rela-

cienes entre la estructura y la funcion con conceptos de la es-

tructura de la membrana para encontrar un lugar para la coenzima 

o en la membrana; sus conclusiones son las siguientes: 

l. El intercambio rédox completo de codas las moléculas de coen-

zima o. Kroger y Klingenberg han mostrado que el 90~ de la caen-
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zima Q mitocondrial sufre un cambio redox proporcional a la tasa 

de oxid,:iciOn del succl.naT:o o el NADH y que esta coenzima O ca.) 

actúa como un depósito homogéneo. El 10% de la coenzima O (0 1 ) es 

inactiva y la o, aumenta conforme la membrana envejece (51J. 

2. La coenzima O no está unida a proteina. La facilidad con que 

se extrae la ubiquinona de la membrana con solventes orgánicos, 

se ha tomado como evidencia de que la quinona no esta fuertemente 

unida a proteina (51). un argumento más convincente puede surgir 

de la ·observación de que es posible incorporar más de tres veces 

el contenido original de coenzima O activa en una membrana ex­

traida con pantano (51). La coenzima O en la membrana tiene un 

máximo de absorbencia a 275 nm al igual que en etanol, por lo 

tanto no se puede observar una desviaciOn espectral que indique 

que está unida a proteina (51); sin embargo, este punto aún está 

en discusión, como veremos más adelante, ya que Yu y Yu (52) han 

mostrado pruebas de la existencia de proteinas que unen quinona. 

3. La larga cadena lateral isoprenoide. Las cadenas laterales de 

las coenzimas o, a 010 (25 a 45 carbonos) son aproximadamente tan 

largas como las cadenas de ácidos grasos combinadas en las bica­

pas membranales (dos ácidos grasos tienen de 28 a 40 carbonos). 

Todos los dobles enlaces de la coenzima O son trans, lo que pro­

duce una configuracion recta que podrla extenderse completamente 

a través de la bicapa lipidica. Como alternativa, la coenzima O 

podria formar una capa dentro de la bicapa lipidica con las cade­

nas isoprenoides perpendiculares a las cadenas de écidos grasos 

de los lipidos (51). 

4. Los efectos de la modificacion de la cadena isoprenoide. Al 
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restablecer la actividad de oxidasa después de la extracción con 

solventes, la cadena lateral toJa cis o completamente satur~da 

tiende a ser menos activa que el compuesto ndtural todo trann 

(51). 

La presencia de un doble enlace en el primer carbcno de la 

cadena lateral o de un grupo hidroxi en el tercer carbono, re­

ducen mucho la actividad. La larga cadena recta toda tranR es mas 

activa, ya que al alterar la posición del doble enlace o al 

adicionar un grupo hidroxi puede cambiar la posicl6n del anillo 

quinona en relación a la proteina de la membrana (51J. 

5. El anillo quinona no esta expuesto en la superficie de la mem­

brana. Los compuestos hidrofilicos que no penetran en las crestas 

de la membrana no causan la oxidación o reducción de la coenzima 

O en ella, aunque si producen su oxidación o reducción al estar 

suspendida en agua. La adición de una coenzirna o liposoluble de 

cadena corta (u otra quinona corno la menadiona), permite la 

interacción con la coenzima o interna. Para alcanzar una alta 

tasa de oxidación de UOaoH2 por las membranas de las crer::t.as, se 

necesita añadir detergente. Parece que el anillo quinona esto 

protegido en ambos lados de la membrana por una capa hidrofObica. 

Esto es consistente con la observación de Chance en cuanto a que 

el apagado de la fluorescencia del anillo quinona, or:.ur·re sola­

mente con una sonda bifluorescente que penetra 14 A dentro de la 

membrana, es decir, cerca de la mitad de la bicapa lipid1c3 (51). 

5. La extracción diferencial y el restablecimiento de quinonas. 

Frecuentemente se ha observado que la extraccion parcial de la 

coenzirna o por pentano, no inhibe en la misma proporción todos 

los sistemas de oxidasas. En mitocondrias de corazon ld actividad 
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de succinato-oxidasa se pierde antes que la de la NADH-oxidasa. 

En mitocondria de cerebro. la actividad de a-glicero-fosfato­

oxidasa se pierde primero, seguida por la NADH-oxidasa y succina­

to-oxidasa. El restablecimiento también muestra diferencias, la 

actividad de succinato-oxidasa se restablece con niveles más 

bajos de coenzima o que la de la NADH-oxidasa en mitocondrias de 

corazón, y la actividad de NADH-oxidasa es restablecida completa­

mente con niveles menores de coenzima o, que la succinato-oxidasa 

de mitocondrias de cerebro. Parte de la diferencia entre la 

pérdida y el restablecimiento de la actividad por diferentes 

cadenas, puede estar relacionada con la extracción· de factores 

desconocidos; por ejemplo, el factor P. el cual restablece la 

actividad de la succinato-oxidasa sin coenzíma O en mitocondrias 

de corazon extraidas con pentano, u otros factores lipidicos 

desconocidos (51). 

como conclusión, Crane dice que el deposito de coenzima O 

parece ser cinéticamente homogéneo, pero estructuralmente dife­

renciable, con el anillo quinona escondido de la superficie de la 

membrana. La pregunta continua siendo si el anillo quinona está en 

el interior hidrofObico de la bicapa lipídica (véase figura 6) o 

en el interior hidrofilico de una doble bicapa (51). En ambos 

arreglos los anillos quinona pueden interactuar todos como un 

depOsi to, además se sabe que las tasas de d.ifusiOn. lateral en las 

bicapas lipídicas son rápidas (lO"seg->¡, mientras que el "flip­

flop" a través de las membranas tiende a ser lento (10-Dseg- 1 ) 

(53). La doble bicapa permit:iria un depOsit:o aparentemente simple, 

pero si la quino! deshidrogenasa para la cadena del NADH está en 
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una bicapa y la deshidrogenasa para el succinato en la otra, 

podrian ser explicadas la extracción diferencial y el restableci-

miento. Los protones para la formacion de la hidroquinona podrian 

estar más accesibles en la región hidrofilica CSJ ). 

r"1r 1\ ¡· /\: 1\ 11 t r ' ¡\," l\r"'1 T\ i 

\/VV V~VVi~· i 

r 
Un >.1 1., tJ ,,, 

r. A ""' ¡. (' 'r 
; \ !\ /\ l /\1\ • 1\i\ 
IJ 1 • i, r, "1 h.''. 

~:.V rv 1, 'V \J 

Figura 6. Posible orientación de laG quinona~ 1sopreno1des en las 
bicapas 11pid1cas. Le alternativa B mantiene al anillo quinona 
protegido del ambiente acuoso por una capa hidrofóbica 

(51) 

Por otro lado, es generalnente más aceptada urn.i '9Structura 

de bicapa simple má.:.; .:iceptuda para la organización l ip1,jica dt:: lo:: 

rnerabrana y la extracción diferencial podría estar relacionada al 

pegado diferencial de la quinonn u otros lipidoa a la quinol 

deshidrogena~a y las proteínas asociadas. La colocacion hidrofO-

bica también es favorecida por las pruebas fluorescentes (51). 

Puede ser que los solventes organices extraigan los compueE-

i;os del in•erior de una bicapa mas fac1lmeni;e que los elementos 

de la bicapa misma (51). 



Ciertos inhibidores del transporte de electrones actúan en 

la porción de la ubiquinona-citocromo c-reductasa; algunos put:den 

reaccionar en el sitio primario de deshidrogenasa, mientras que 

otros actuan en otros componentes del complejo deshidrogenasa. El 

uso de estos inhibidores, tales como los mencionados en la sec­

ción de antagonistas de la coenzima o, ayuda a definir el sitio o 

los sitios del complejo donde puede ocurrir la oxidación del 

quinol !51). 

Difusión ~ 1ª. coenzima Q en la membrana. La orgariizacion 

estructunal de la cadena respiratoria es aún controvertida, par­

ticularmente en la región de la coenzima o. se pueden visualizar 

dos condiciones extremas: a) La cadena esta organizada en un 

estado liquido; los grandes complejos lipoproteicos están azaro­

sament:e dist:ribuidos en el pleno de la r11embranu, donde se mueven 

libremente por difusión lateral. La coenzima Q y el citocromo c 

son también acarreadores electrónicos moviles, y su velocidad de 

difusión es mas rapida que la de los grandes complejos proteicos; 

sus frecuencias de difusión acopladas a colisión pueden ser ma­

yores o menores que cualquier paso de reacción en los complejos. 

y consecuentemente la transferencia de electrones puede estar 

li~itada por la reacción o la difusión. b) Alternativamente los 

componentes de la cadena están presentes como agregados, que van 

desde peque~os agregados de pocos complejos hasta el extremo de 

un complejo en estado sólido. Los agregados pueden ser permanen­

tes o temporales, pero su duracion en el tiempo debe ser mayor 

que cualquier reaccion de transferencia de electrones. La dife­

rencia entre los dos modelos concierne al mecanismo de transfe-
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rencia de electrones: en el modelo azrt.rosc: la ubiqu inona asegura 

la transferencia de ~ler::-t:!'onez .Jl jifurid.1rse entre los complejos, 

mientras gue en el modelo en grupos todas i,15 reacciones r·édox 

ocurren por transferencia de electrones ~n estado gOJido (54>. 

El modelo de colisicn a~arosa ha sido ~laborado por Hacken­

brock Y su grupo, quienes han mostrado evidencia convincente que 

bajo las condiciones comunrnente ernpleaaas tO(Jos: lo~~ componentes 

de la cadena respiratoria realizan difusión lateral Indeperldlente 

y la transferencia de electrones es un proceso acoplado a la tii­

fusion. Hackenbrock también ha postulado que la tranEferencia de 

electrones tiene una velocidad limitada por la difusión de sus 

componentes rédox mas rápidos {la coenzima O y el c1tocromo e) 

(54). 

La difusión de la coenzima O en sistemas modelo y en la 

membrana mitocondrial interna, probada por el apagamiento de la 

fluorescencia, en pruebas de unión de membranas, se ha visto que 

es muy alta, con un coeficiente de difusión de 10-~cm 2seg- 1 , lo 

que sugiere que la coenzima O esta en el plano medio de la mem­

brana. El cálculo de las distancias recorridas en el tray~cto 

azaroso de la quinona en la membrana da como resultaclo que se 

produzcan gran número de coliciones por reacción de la cadena 

respiratoria. Los evidencias indican que la ubiquinol-citocromo 

c-reductasa no trabaja al limite de difusión de su suotrato ubi­

quinol y que la transferencia completa de electroneE no esté 

controlada por la difusión de la coenzima a entre el complejo r y 

los citocromos b-c, (la acti victad de NADH-ci to,: romo c-raductasa 

es independiente de la distancia entre los compleJosJ (55J. 
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Reacciones ~riales de g coenzimc1 Q. El grupo de Hausl;a 

156 y 57) estudio las reacciones vectoriales de quinonaR, compa­

raron la capacidad de distintas moléculas qutnoides para c~nducir 

electrones y protones de la ditioníta al ferricianuro contenido 

en liposomas. Obtuvieron los siguientes resultados: 

1. La plastoquinona y las ubiquinonas, con una cadena lateral de 

mas de dos isoprenon. son mucho mejores mediadores que sus homó­

logos de cadenas más corta~. También otras benzoquinonas sin una 

larga cadena lateral son malos catalizadores, excepto la dimetil­

metilendioxi-p-benzoquinona, compuesto altamente autooxidable. El 

tocoferol es asimismo un buen catalizador (56). 

2. Las vitaminas K1 (filoquinona) y K2 (menaquinona) son media­

dores ineficientes en comparación con la vitamina K3 (56). 

3. La reaccion catalizada por quinonas con cadenas laterales 

largas tiene una energia de activación tres veces mayor, indepen­

dientemente de su eficiencia catalitica (56). 

4. La reacción catalizada por quinonas sin una cadena lateral 

larga sigue una cinética de pseudoprimer orden, mientras que las 

quinonas con una cadena la~eral larga siguen una cinética de 

orden mayor (56). 

S. La tasa de reaccion con la coenzirna o. aumenta al subir el pH, 

en tanto que la de la coenzima o, disminuye (56). 

6. La reacción mediada por quinonas de cadena corta se satura con 

concentraciones más bajas de ditionita (56). 

Con base en estos datos, Hauska y BU grupo concluyeron que 

las quinonas isoprenoides pueden translocar protones y electrones 

en membranas lipidicas, y que la cadena lateral es determinante 
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en el mecanismo (56 y 57!. 

Protein9..E ~ ~ coenzil!@. Q. La esencia del ciclo Q es la 

participación de lc,s rcidicales ubisemiquinona en ambos lados del 

citocromo b, tanto en el lado de la matriz como en el lado del 

citoplasma. La constante de estabilidad del radical semiquinona 

en fosfolípidos con un pH neutro, ha sido estimada en alrededor 

de 10-L 2 , la cual es bajísima como para participar en la reaccion 

de transferencia de electrones en 01 sitio 11 ae la cadena respi­

ratoria. Por lo tanto, la estabilización del radical semiquinon~ 

a través de la formación de: un compleJo con uno o rnás componentes 

redox es necesaria par·a llevar el E_ de OH/O y OH2/0H a los 

niveles cínéticamente competentes de los otros componentes rédO>i 

del sitio rr y así inhibir la dicmutación de la coenzima o. Esto 

implica lü unión de la coenzima O a prote1na durante la reacción 

de transferencia de electrone~ (58). 

La diferente distribución de la coenzima Q entre l<•S comple­

jos lipoproteicos podria ser utilizada como evidencia de lu in­

teracción especifica de le coenzima o con los componentes redox. 

OtliZá la naturaleza hidrofóbica de la coenzirna O, el exceso molar 

de la coenzima O presente en la membrana mitocondrial interJla 

(comparada con los componentes rédox) y la facilidad con la cual 

la mayor parte de la coenzimn O es ~xtraida de lab particulas 

mitocondriales han hecho que los investigadores enfatJcen la 

función de la coenzima O como una molécula móvil y subestimen la 

uniOn especifica entre la coenzima o y la proteina (58). 

En preparaciones de succinato-citocromo c-oxidorreductasa 

cuando la concentraciOn de coenzima o disminuye por debajo del 
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nivel del citocromo c1, se observa una eatirnulacion de !a a~·tvi­

dad al a~adir coenzima o exogena. Esta fue el primer indicio de 

una proteína que uniera a la coenzima O en la succinato-citocrorno 

c-ox1dorreductasa. Si la coenzima O estuviera únicamente disuelta 

en la fase fosfolipidica de la succinato-citocromo c-oxidorre­

ductasa, no esperariamos una estequiometria fija (58). 

El hecho de que los f osfolipidos sean removidos antes que la 

coenzima O al precipitarse con sulfato de amonio y colato, ha 

apoyado la idea de una interacción entre la coenzima O y protei­

nas. También se ha visto que se requiere de determinada secuencia 

de adicion de la coenzima O y los fosfolipidos para restablecer 

al máximo la actividad de la succinato-ci tocromo c-oxidorredl1cta­

sa carente de coenzima O y fosfolipidos. La actividad máxima u 

original fue restablecida solamente cuando la coenzima o fue 

añadida antes que los fosfolipidos. La adicion de los fosfolipi­

dos previa o Junto con la coenzima O, restablece sólo parcial­

mente la actividad, a menos de que se use con abundante exceso la 

coenzima O. Esto sugiere que hay sitios de union específicos para 

la coenzirua Q en la succina~o-citocromo c-oxidorreductasa y que 

son 'cubiertos muy fácilmente por los fosfolipidos cuando no está 

la coenzima o (58). 

Se ha realizado el aislamiento de un polipéptido denominado 

OPs, que une coenzima Q y convierte a la succinato-deEhidrogenasa 

soluble en la succinato-coenzima a-reductasa. Se ha propuesto la 

existencia de proteinas con funciones similares en la NADH-deshi­

drogenasa y en el segmento de los citocromos b-c, (58). 
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PEREZONA 

La perezona es una benzoqu!nona sesquiterpen!ca cv~ase fi­

gura 7J, aislada por vez primera por kto de la Loza en 1852, que 

se obtuvo de raíces de plantas del genero Perez1a (59). su es­

tructura quim!ca fue definitivamente establecida por resonancia 

magnética nuclear y comprobada al reali~ar su síntesis total 

(60). 

Figura 7, Perezona 

La perezona pura se presenta en forma de unos cristales 

dorados con un punto de fusión entre 100 y 103°C, con una des­

viación óptica de -17° (en éter) y con una absorción en el ultra­

violeta en la región de 206 Clog e 4.15), 266 Clog e 4.05) y 412 

nm Clog e 3.0lJ (61). El potencial rédox de la perezona fue 

determinado por titulación potenciométrica y ecpectrométrica, y 

es de +487 mV en solución acuosa. El pK del grupo OH disociable 

es de 6. 9 e 62 ! . 

Las características quimicas de la perezonñ sugieren que 

puede ser iltil en el estudio de sistemas de óxido-recluccion en 

los cuales las quinonas desempeñan un papel importante como in­

termediarios en el transporte de &lectronc:s (62}. 

La perezona inhibe la respiración mitocondrial estimulada 

por ADP, valinomicina, gramicidina y desacoplantes como el 1799 

con glutamato-malato y succinato como sustratos oxidables (véase 
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tabla 3) (62). 

El efecto de la perezona en el cons'Jrno de oxigeno est!mulad0 

por valinomicina es criticamente dependiente de la temperatura; a 

2o~c inhibe en 80 a 903 la respiración, rnientras que a 3S~c dis-

minuye drásticamente la inhibición (62). 

Consumo de 02 
(nát 02/mg prot•min) 

Glut-Halato Succinato 

Control Perezona Control Perezona 
( 265 nmciles/ (265 nmoles/ 

mg protl rng prot) 

Estado IV 25 24 32 30 

ADP 175 38 170 so 

VaJ.inomicina 197 50 196 60 

Gramicidina 160 1,5 156 65 

1799 180 38 142 60 

Tabla 3. Efecto de la perezona en la respiracion con glutamato­
malato y succinato (62) 

La perezona es un compuesto donador y aceptar de electrones 

que se comporta de u:ia forma similar a la naftoquinona. Sirve d" 

mediador en el transporte de electrones desde un centro de reac-

ción de Rhodopseudomonas sphaeroides a citocromo e (62). La baja 

tasa de respiración de mitocondrias de higado de rata carentes de 

coenzima 01.0 se ve aumentadr:i por la perezona. La actividad de 

transporte de electrones de la perezona ha sido demostrada con 

mutantes E3-24 de levadura carentes de la coenzima o (62). 



OBJETIVO 

El trabajo que presentnmc.:. c.0nsist~ ~n la determinación del 

efecto de algunos derivados sintetlcos de la perezona sobre el 

consumo de oxigeno y la actividad de ATPasa de mitocondrías. 

aisladas de higado de rata. 

El objetivo principal de este proyecto es entendei· la par­

ticipación de la coenzima Q en los mecanismos de conservac1on de 

energia de la cadena respiratoria rnit ocondrial. en los complejos 

I, II y III de la cadena de transporte de electrones. En lo par­

ticular, nuestro proyecto con los derivados sintetices de la 

perezona, Junto con el realizado en el laboratorio con la per~­

zona (62), esta enfocado hacia el ese larecimient.o de la inter­

acción de estas ben zoquinonas con el sist.ema de fos forilacion 

oxidativa de la mitocondria; para ello se utilizaron derivados 

sintéticos de la perezona con mod ificaciones en las distintas 

partes de su estructura. 



H A í E R l A L E S y HE TODOS 

REACTIVOS 

1. Hedio para aislar mitocondrias de higado de rata 

Sacarosa 0.25 M - EDTA lmM pH 7.4 (ajustado con TRIS). 

2. Determinación de proteína, metodo de Biuret 

NaOH 10?. 

Colato de sodio 4?. 

Sulfato de cobre l?. 

3. Determinación del control respiratorio y el consumo de oxigeno 

Sacarosa 0.25 M pH 7.4 2.6 ml (glutamato-
malato) 

2.7 ml (succinato) 

2.6 ml (ascorbato-
THPD) 

Cloruro de potasio M 10 µl 

Cloruro de magnesio o. l M 80 µl 

Acido fosfórico 0.1 M pH 7.4 0.1 ml 

Glutamato 0.1 M pH 7.4 0.1 ml 

Malato. o 0.1 H pH 7.4 0.1 ml 

Succinato, o 0.1 H pH 7.4 0.1 ml 

As corbato 15 mg/ml pH 7.4 0.1 ml 
THPD l. 4 mg/ml pH 7.4 0.1 ml 

ADP 20 mg/ml pH 7.4 10 µl (control 
resp. > 

4. Determinación de actividad de ATPasa 

Sacarosa-EDTA 0.25 H pH 7.4 0.75 ml 

TRIS 0.2 H pH 7.4 50 µl 

Cloruro de potasio H 50 µl 

Cloruro de magnesio 0.1 H 40 µl 
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Hitocondrias 100 mg/ml 10 µl 

ATP 60 mg/ml pH 7.~ o .1 ml 

s. Determinación de fosforo por el método de sumner 

Holibdato de amonio 
Acido sulfúrico 

G.61> 
7. S N 

Sulfato ferroso 107., añadir 1 ml de ácido sulfúrico 

7.5 N por cada SO ml 

Estándar: Fosfato monobásico de potasio o. 01 11 

6. Los derivados de la perezona utilizados en este trabajo 

fueron sintetizados por la M en C Ma. Esther Garcia y Virgi-

lio Hendoza, de la Escuela Ouimica-Farmacobiologica de la 

Universidad Michoacana de san Nicolas de Hidalgo. 

1. Obtención de mitocondrias por fraccionamiento (63) 

Todos los pasos descritos a continuacion, excepto el prime-

ro, se efectuaron J una temperatura de o a 4°C. 

a) Se sometió a ayuno a una rata macho de -250 g por 12 horas. 

b) Se sacrificó a la rata con un golpe en la cabeza. Se extrajo 

el higado y se pico en la Bolucion de $acarosa con objeto de 

lavar la sangre remanente y se repitió el lavado dos veces. 

e} Se elaboró una suspension de aproximadamente 30~ (un volumen 

de higado picado por dos volúmenes de solucion de sc1carosaJ. 

d) se homogenizo con un homogenizador Evenheim"'r de pastill.o 

de teflón acoplado a un motor a oproximadamente 2,500 rpm en 

un vaso de so ml. 

eJ Se diluyó con la solución de sacarosa el producto homogeni-

zado aproximadamente al 107. y se centrifugo a 660 x g por 10 

minutos. 
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f) Se decanto el sobrenadante con precaución para evitar que se 

con~aminara con el paquete, para lo cual éste se desecho. 

g) Se centrifugo el sobrenadante 

Se desecho el sobrenadante. 

6,800 x g por 15 minutos. 

h) Se volvió a suspender delicadamente el paquete, con una 

pipeta y solución de sacarosa (1 o 2 ml por tubo de centri-

fuga). Se llevó a la mitad del volumen utilizado en el paso 

·~· y se centrifugo a 9,770 x g por 15 minutos. 

il Se elimino el sobrenadante, y se removio con cuidado la capa 

floja. Se volviO a suspender el paquete en la forma descrita 

anteriormente. Se llevo a un cuarto del volumen empleado en 

el paso "e" y se centrifugo a 9,770 x g por 15 minutos. 

J) Se elimino el sobrenadante, y se removio con cuidado la capa 

floja, se suspendió el paquete en aproximadamente l ml de 

solución de sacarosa y con 0.5 ml de la misma solucion, se 

lavaron los tubos. Se determinó la proteina y se diluyo de ser 

necesario, hasta obtener una concentracion exacta de 100 

mg/ml. 

NOTA: Las mitocondrias obtenidas por este 111étodo tuvieron con­

troles respiratorios en presencia de glutamato y malato, corno 

sustratos oxidables, de 5 o mAs. 

2. Determinación de la concentración de proteina por el método 

de Biuret (64) 

A 0.5 ml de muestra de proteina en agua se le añadieron 2.0· 

ml de NaOH (10?.) y 0.2 ml de colato de sodio (4?.), se mezclaron 

bien y se anadieron 0.3 ml de sulfato de cobre (1?.). Se incubo a 

temperatura ambiente durante 10 minutos y leyo a 540 nm. 
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El estándar se preparo a partir de una solucion de albúmina 

de bovino (20 mg/ml, o.s ml = 1.0 mgJ. 

3. Determinación del consumo de oxigeno y del control respirato­

rio en mitocondrias aisladas de higado de rata en solucion 

de sacarosa 

se añadieron los componentes del medio de respiración enume­

rados anteriormente (excepto las mitocondrias y el ADP), en la 

cámara de un oximetro Yellow Springs (modelo 55), previamente 

calibrado, a temperatura de 25°C con agitacion constante; una vez 

estabilizado el trazo, se añadieron las m1tocondr1as y se regis­

tró este consumo inicial durante 1 o 2 minutos, en seguida se 

anad10 el ADP y se siguio el consumo de oxigeno hasta su retorno 

al estado IV, se repitieron estas adiciones de ADP 2 o 3 veces. 

El cálculo de un control respiratorio se realizo por la obtencion 

de los nátomos de o consumidos por minuto durante las dos fases 

de la transicion estado III-IV. El volumen final fue de 3 ml. 

Cuando se deseaba determinar el consumo de oxigeno por los 

distintos complejos de la cadena respiratoria, se anadieron los 

sustratos adecuados al medio de respiracion: glutamato y malato 

para el sitio 1, succinato para el 2 y ascorbato y 'fHPD para el 

3. Una vez estabilizado el trazo, se adicionaron las mitocon­

drias, y se inició el trazo experimental. 

Al determinar el consumo de oxigeno a diversas temperaturas, 

la cámara del oximetro se coloco en un baño de agua, con ésta a 

la temperatura deseada. 

4. Determinacion de la actividad de ATPasa 
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Se pusieron las soluciones del medio de reacciOn (excepto 

las mitocondrias y el ATP) en un tubo de ensayo a 4ºC. Todavia en 

hielo, se agregaron las mitocondrias. Se incubaron un minuto en 

un baffo de agua a temperatura ambiente mediante agitaciOn cons­

tante. En caso de que no se midiera la actividad basal de ATPasa 

se añadió el inductor e incubo durante otro minuto. La reaccion 

se llevo a cabo en el baño, se arranco con el ATP y se incubó 

durante diez minutos; el volumen final fue de 1 ml. La reacciOn 

se detuvo con 1 ml de ácido tricloroacetlco al 30% y se introdujo 

en el hielo. Se centrifugo durante diez minutos. Se tomaron 0.2 

ml del sobrenadante para determinar la concentracion de Pi por el 

método de sumner. 

5. Determinación de la concentración de Pi por el método de 

sumner C65J 

A 0.2 ml del sobrenadante del medio donde se realizo la 

reacción de ATPasa se le añadieron 3.4 ml de agua, 0.5 ml de 

molibdato de amonio 6.61., 0.5 ml de acido sulfúrico 7.S N y 0.4 

ml de sulfato ferroso 10%. Se agitó bien después de cada adicion. 

Se incubo durante diez minutos a temperatura ambiente y se leyo 

en el colorimetro. 



R E S U L T A D O S 

-Fórmulas ~ caracter1sticas de los derivados Q§. 1ª. perezona 

La perezona y sus derivados utili=ados en este trabajo 

fueron sintetizados por la H en e Ma. Esther Garcia y Virgilio 

Mendoza, de la Escuela Ouimica-Farmacobiológica de la Universidad 

Hichoacana de San Nicolás de Hidalgo. Los derivados de la perezo­

na con los que se experimentó fueron: la hidroJCiperezona {2-(1,5-

dimeti¡-4-hexen11)-3,6-dihídrox1-5-metil-p-benzoqu1nona, HP) Cfig 

8), el anilido de perezona (2-(l,5-dimetil-4-hexenil)-3-anilido­

s-metil-~-benzoquinona, AP) (fig 9), la perezona reducida en la 

cadena lateral (2-(l,5-dimetil-4-hexanil)-3-hidroxi-5-metil-p­

benzoquinona, PRCLJ (fig 101, la epoxiperezona (2-(l,5-dimetil-

4,5-epoxi-hexanil)-3-hidroxi-5-metil-p-benzoquinonaJ (fig 11) el 

derivado v (2-(l,5-dimetil-4-hexanonaJ-3-hidroxi-5-metil-p-benzo­

quinonaJ (fig 12). y el derivado VI (2-(1,5-dimetil-4-(5)-hexeno­

naJ-3-hidroxi-5-metil-p-benzoquinonaJ (fig 131. 

La hidroxiperezona tiene la misma estructura quimica que la 

perezona m~s un radical hidroxi en la posicion 6 del anillo 

benzoquinona. El anilido de perezona tiene un radical anilido en 

la posición 3 del anillo quinona, donde la perezona contiene un 

grupo OH. La perezona reducida en la cadena Jat~ral posee lA 

cadena lateral isoprenoide totalmente saturado. La epoxiperezona 

tiene un grupo epoxi en los carbonos 4 y 5, lo cual aumenta la 

polaridad de la cadena lateral isoprenoide. Los derivados V y VI 

tienen un grupo cetona en el carbono 4 lo cual también incrementa 

la polaridad de la cadena lateral; la única diferencia entre 

49 



Figura 7. Perezona (P) 

o 
f/ll 

o 

Figura 9. Anilido de perezona 
(APJ 

oíl 

o 

Figura 8. Hidroxiperezona 
(HP¡ 

o~ 

o 

:-.. 

Figura 10. P~~ reducida 
en la cadena lateral CPRCL) 

Figura 11. 
Epoxiperezona (EP) 

Figura 12. 
Derivado V 

Figura 13. 
Derivado vr 

50 



estas dos moleculas es que el derivado Vl tiene un doble enlace 

entre los carbonos 5 y~ de la cadena lateral. 

- Efecto de los derivados de !A. perez..2.I!É!. sobre tl consumo Q!! 
oxigeno indUCfdo 2Q!: ADP i;Qil sustratos de los sit~ 1 l!· 
6. 

Por lo reportado por carabez y sandoval 162J, se sabe que la 

perezona inhibe la respiracion en estado III !con ADP en exceso) 

en más de un 807. al usar glutamato y malato como sustratos, y en 

mAs de un 70h si se emplea succinato. 

En la tabla 4 se muestra el efecto de lo perezona y sus 

derivados sobre la respiración en estado III. Se añ~dieron 130 

nmoles de derivado por mg de pro·teina mi tocondrial y se midieron 

los nátomos de oxigeno consumldos por mg de proteina por minuto. 

TABLA 4. EFECTO DE LA PEREZONA Y SUS DERIVADOS SOBRE LA 
RESPIRAC!ON INDUCIDA POR ADP EN LOS SITIOS l Y 2 

Derivado Sitio 1 Sitio 2 
(130 nmoles/ Glutamato-Malato succinato 
mg de proteína +Derivado +Derivado 
mitocondrialJ cnat o,,¡mg prot•min) (nát 02/mg prot•min) 

Control (sin derivado) 71.9 98 

p 19.6 32.6 

HP 9.8 14.7 

AP 39.2 60.4 

PRCL 6.5 lt. 9 

¡¡p 58.8 94.7 

Derivado V 62.1 75.1 

Derivado VI 62.1 98 
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Encontramos que con base en los resultados de la tabla 4 

podemos agrupar <i los derivados en tres clases segun su efect 1.) 

sobre el consumo de oxígeno: alto, medio y bajo. 

La hidroxiperezona y la perezona reducidn en la cadena 

lateral produjeron una disminución cercana al 1007. en el consumo 

de oxigeno. tanto cuando se utilizó glutamato y malato como 

sustratos como cuando se uso succinato. La epoxiperezona y los 

derivados V y VI no causaron un cambio significativo en la tasa 

de respiración del estado rrr. Y el anilido de perezona tuvo un 

efecto intermedio al inhibir en un 407. la respiración estimulada 

por ADP. Los resultados de la perezona coincidieron con los ya 

reportados. 

con estos datos no pudimos establecer diferencias importan­

tes en los porcentajes de inhibición de un mismo derivado en los 

sitios 1 y 2. 

- Efecto de 19.!l. derivados sobre el consumo ~ o>cigeno del ill.1..9. ¿. 

Observamos que la perezona y sus derivados no modificaban el 

consumo de oxígeno del último tramo de la cadena re~piratoria 

mi tocondrial. 

La actividad de citocromo o>cidasa al usar ascorbato y TMPD, 

no se afec~o de manera importante por ninguno de los derivados 1 

en concentraciones de 100 µg de derivado por mg de prote1na. 

Después de haber realizado estos experimentos preliminares, 

del grupo de derivados de la perezona seleccionamos la PRCL y la 
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HP por ser los que producian una fuerte inhibición del consumo de 

oxigeno. 

A partir de tal selección se caracterizó de manera más 

pormenorizada su mecanismo de acción. Para ello realizamos curvas 

de conce01:ración de la PRCL y la HP sobre el consumo de oxigeno 

de los si ti os l , 2 y 3 de la cadena de transporte de e lec t1·ones. 

- Efecto de J& perezona reducida en .!i! cadena lateral 
sobre la respiración de lo~ sitios L z ~estimulad~ con 
ADP, valinomicina, DNP z 1799 

En la gráfica I se aprecia el efecto de distintas concentra-

ciones de la PRCL sobre la respiración mítocondrial con glutamato 

y malato como sustratos estimulada con ADP, valinomicina o 1799. 

Cada curva representa el promedio de 3 o 4 experimentos. Los 

valores control, es decir los que corresponden a o nmolas de 

derivado, están sobre el eje de las ordenadas. Aqui observamos 

que las tres curvas muestran una inhibición del consumo de oxige-

no que llega al 1007.. La actividad inducida por el ionóforo d~ 

potasio valinomicina es la más sensible ya que se inhibe en un 

100:'. con 10 nmoles de PRCL por mg de proteina, mientras que la 

respiración estimulada con ADP necesita 20 nmoles y con el proto-

nóforo 1799 requiere de 66 nmoles para inhibirse totalmente. La 

PRCL inhibe de igual manera la respiración inducida por 1799 que 

por el desacoplante DNP. En la misma gráfica vemos una pequeña 

estimulación, que se presentó en todos los experimentos. Este 

pequefto aumento en el consumo de oxigeno se observo a concen~ra-

cienes bajas, menores de 10 nrnoles de derivado, en las curvas de 
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ADP y 1799. 

En la grlfica II tenemos las curvas de concentración de la 

PRCL sobre la respiración del sitio 2. No existe una diferencia 

significativa entre las curvas de ADP, valinomicina y DNP con 

succinato como sustrato. Se obtiene un 100~ de inhibición con 20 

nmoles de derivado por mg de proteína en cualquiera de las tres 

curvas. La PRCL tuvo un efecto similar sobre la respiración de 

sitio 2 estimulada con DNP o con 1799. 

De nuevo se presento estimulación del consumo de oxigeno a 

concentraciones menores a 5 nmoles de PRCL en las curvas de ADP y 

DNP. 

- Efecto de la hidroxiperezona sobre li! respiración de los sitios 
l ~a estimulada g_Q!1 ADP. valinomicina, DNP ~ 1799 

En la grafica III presentamos una curva dosis-respuesta de 

la HP sobre el consumo de oxigeno con las mismas condiciones que 

en la grafica I. La diferencia mas importante que observamos es 

que la inhibición no llega a un 1007. en ninguna de las curvas, 

sino que se tienen unas inhibiciones maximas de entre so y 907.. 

Asimismo el consumo de oxigeno inducido por valinomicina es el 

mas sensible pues inhibe un 707. con 25 nmoles por mg de proteína, 

seguido del de ADP con una inhibición del 707. a 52 nmoles y, por 

último, el consumo de oxigeno inducido por 1799 disminuye un 707. 

con 70 nmoles de HP por mg de proteina. La curva con DNP fue 

similar a la del 1799. 

Con la HP volvimos a encontrar que a bajas concentraciones 
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produce una pequeña estimulación de la respiración inducida por 

ADP y 1799. 

En la gr~fica rv tenemos las curvas de concentracion .je la 

HP sobre la respiración del sitio 2. se observa que la sensibili-

dad a ln inhibición con valinomicina, ADP a DNP tambienes total 

o esta cercana a un l 00~ con 20 nrnoles d<:!l deri 11ado. La respira-

ción estimulada con ADP bajo drést1camente un 70%, con 2 nmolas 

de HP. Y la respiración con valinomicina se estimulo ligeramente, 

con menos de 5 nmoles del derivado. La HP modífico de igual forma 

la respiración estimulada por DNP que por 1799. 

- Efecto de la perezona reducida gn !..ª-. cadena ill.Q.r.-ª-1 .§.Qbre tl 
consumo de oxigeno del ;,il!Q. ¿ 

En la tabla S se muestra el consumo de oxigeno por la ci~o-

cromo oxidasa con ascorbato y TMPD al utilizar diferentes con~en-

traciones de PRCL. El intervalo de concentraciones utilizado fue 

muy amplio y no encontramos afectada la actividad de la citccromo 

oxidasa. 

TABLA 5. EFECTO DE LA PEREZONA REDUCIDA EU LA CADENA LATERAL 
SOBP.E LA ACTIVIDAD DE ClTOCROMO OXIDASA 

Cantidad de PRCL 
tnmoles/mg de proteina) 

Control 

6.66 

6t>.66 

666.66 
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- Efecto de la pere™ reducida ~ ~ cade1w lat~1·.:\l L~-:: 
hidroxiperezona sobre lé_ resp1r.§_fj_Q.!} 9-D estado l'i. 

se midió el efecto de la PRCL y la HP sobre el consumo de 

oxigeno durante el primer estado IV y el segundo ~stado IV. El 

primer estado IV seflala al consumo de oxigene de las rn11:ocondr1as 

con el medio de respirac!On y con sustratos í..'Xidables; el segundo 

estado IV se ref.iere a la tasa de respiración una vez que las 

mitocondrias han agotado todo el ADP que tenian. 

TABLA 6. EFECTO DE LA PEREZONA REDUCIDA EN LA CADENA LATERAL Y LA 
HIDROXIPEREZONA SOBRE EL ESTADO IV MITOCONDRIAL 

Moles de derivado 
(nmoles/rag de proteinal· 

PRCL 

consumo de 02 
(nát o~;mg prot•min) 

Glutamato-malato 

HP 
ler edo IV 2do edo IV 1 er edo IV 2do edo IV 

coni:rol 0.7 9.2 l. 3 13.6 

6.66 1.ó 12.3 1.ó ló.3 

13.33 5.7 11. 4 5.7 13.1 

20.00 3.3 12.3 3.3 6.5 

26.66 3.3 10.6 6.5 

33.33 10.6 9.B 

40.00 4.1 

66.66 0.8 9.8 

100.00 1.6 

133.33 2.4 . Datos no obtenidos 
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En la tabla 6 se muestran los datos obtenidos n1cdiante el 

uso de glutamato y malato corno sustratos. P0r estos datos se 

aprecia que no hubo diferencias significativaz entre el consumo 

de oxigeno control y cuando se utilizó PRCL y HP en muy diversas 

can~idades, tanto en el primer como en el segundo estado IV. No 

se muestran los datos, sin embargo los resultados tanto al utili-

zar succinato como sustrato oxidable fueron similare$; esto coin-

cide con lo esperado ya que el efecto desacoplante es indepen-

diente del sustrato que se utilice. 

- Efecto de 
respiración 
temperaturas 

1ª. perezona redycida fil! g cadena lateral sobre la 
estimulada ~ valinomicina ~ diferent_g§ 

Para comprobar si la inhibicion de la respiración era depen-

diente de la temperatura, decidimos ver el efecto de distintas 

temperaturas sobre la inhibición de 20 nmoles de PR~L. cantidad 

que a 25ºC inhibe un 1007.. 

En la grafica V vemos qUe el cons1Jmo de oxigeno inducido por 

valinomicina aumenta rapidamente conforme aumenta la temperatura, 

hasta llegar a 210 nátomos de oxigeno por mg de proteina pcr 

minuto a los 40°C. La inhibición por PRCL es completa a los 30ºC, 

disminuye un 15?. a los JS°C y un 207. a los 40ºC. Esta inhibición 

no fue reversible por menadionn a ninguna d" dichas temperaturas. 
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- Efecto de J¿ perezona reducida fil!. la cadena 1ª..ill'ª1. sobre 1f! 
actividad 1g ATPasa 

Observamos que la PRCL estimula la actividad basal de la 

ATPasa hasta un maximo de 4 µmoles de Pi por rng de proteína por 

10 minutos con 0.4 µmoles del derivado sobre mg de proteina. 

La PRCL tiene un efecto bifasico sobre la induccion de la 

actividad hidrolitica por la valinomicina y el DNP (véase gráfica 

VIJ. A concentraciones me~ores de 40 nmoles, disminuye la hidr6-

lisis de 4 µmoles de Pi por mg de proteina por 10 minutos a 2 

µmoles. A concentraciones ·mayores de 40 nmoles de PRCL, la hidro-

lisis aumenta hasta que a 0.4 µmoles recupera el valor control, 

que es de 4 µmoles de Pi. 
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D l S C U S I O N 

Cárabez y Sandoval (62) reportaron que la perezona modifica 

los procesos de oxido-reducción de la cadena respiratoria 

mitocondrial, probablemente debido a su estructura quinona. Y 

propusieron que la perezona actúa como un vertedero de electrones 

que produce la inhibición del transporte de los mismos al aceptar 

de la cadena los electrones provenientes de los sustratos 

oxidables. 

El trabajo que implico esta tesis fue desarrollado con seis 

derivados sintéticos de la perezona con distintas modificaciones 

en su estructura. Dos de ellos, la hidroxiperezona (fig s¡ y el 

anilido de perezona (fig 91, presentan modificaciones en el 

anillo quinona; el resto tan solo cambios en la cadena 

isoprenoide lateral. 

Como se aprecia en los datos de la tabla I y los obtenidvs 

con el sitio 3, los derivados modificados por un ox1geno en ls 

cadena isoprenoide lateral (la epoxiperezona, fig ll; el derivaao 

V, fig 12 y el VI, fig 13) no mostraron un efecto imporcante 

sobre el consumo de oxigeno de ninguno de los tramos de la cadena 

de transporte de electrones. Este hecho prueba que la estructura 

hidrofObica isoprenoide de la cadena lateral es una caracte­

ristica importante para producir el efecto inhibitorio. 

Al reducir el doble enlace de la cadena lateral, como en la 

perezona reducida en la cndena lateral (fig 10), se mantiene la 

capacidad de disminuir drásticamente la tasa de consumo de oxi­

geno, tanto en sitio 1 como en el 2. 
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En los dos compues'tos que mos'traron una mod1f1cacio!1 .:__;, 

anillo quinona respecto a la perezona, la hidroxiperezona con un 

grupo OH en la posiciOn 6 del anillo y el 3nilido de perezona una 

anilina en lugar del OH de la posicion 3 del anillo benzoquinona, 

se conservo el efecto inhibitorio sobre los sitios 1 y 2 de la 

cadena respiratoria. 

Decidimos estudiar mas detalladamente el mecanismo de accion 

de la PRCL y la HP deb~do a que eran los inhibidores mas 

potentes. Aunque el AP también podria resultar interesante, ya 

que es el unico de los derivados que no tiene el OH disociable, 

caracteristica que evita el problema de distinguir entre los 

efectos protonofOrico y quinona que pueden producir estas 

moléculas. 

A continuacion comparamos los efectos de la perezona con los 

de la PRCL y la HP. La PRCL inhibe más rápidamente la respiracion 

mitocondrial en sitio 1 que la HP o la perezona; la dosis 

necesaria de la PRCL para inhibir un 757. el consumo de oxigeno 

inducido por valinomicina es de 8 nmoles, mientras que la HP 

necesita 25 nmoles y la perezona 265 nmoles para producir el 

mismo efecto. 

La PRCL llega a inhibir totalmente la respiracion en sitio 

1, a diferencia de la HP y la perezona que nunca alcanzan a 

inhibir el 1007.. 

También observamos que la inhibicion de la respiracion 

estimulada con 1799 es menos sensible que la obtenida con 

valinomicina o ADP; esta diferencia cabria explicarla debido a 
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que en la respiración inducida por <>l 1"799, la PRCL y la HP 

compensar1 su ef2cto quinona inhibitorio con eu efecto 

protonoforico, con lo que ne obtendria una menor sensibilidad a 

la inhibición. Si bien esta última explicación es factible, mas 

adelante se señalará ~or que se considera incorrecta. 

En las gráficas y 11 vemos que todas las curvas que 

hicimos 

inducida 

de concentracion de PRCL y HP. al medir la respiracion 

por ADP y 1799, repetidamente presentan. 

concentraciones. valoreE por encímu de lo~ controles 

bajas 

Ya que 

demostramos que no actúan como desacoplantes, una posible 

explicación es que a pequeñas concentracioneE afectaran la 

permeabilidad de la membrana, resultando en una estimulación del 

consumo de oxigeno. 

La gr8fica rrr no presenta cambios importanteD en la forma 

en que la PRCL inhibe la respiración inducidH por ADP, 

valinomicina o DNP; se alcanza un 100~ de inhibición con 20 

nmoles del derivado. La gréfica lV muestra efectos slmilares con 

la HP. Tampoco se observan grandes diferencias en la eficacia de 

inhibición de la PRCI. :1 la HP cuando ae utíli=a succinato comc­

sustratc1. 

Una conclusión importante que cabe destacar· de 

gráficas es que, por lo general, el sitio 2 fue mas sensible a la 

inhibición por los derivados que el c1tio l. 

Al comprobar que la PRCL y la HP no inhiben la actividad de 

la citocromo-oxidasa y tener en mente los datos de las gráficas I 
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a IV pensamos que estos derivados, al igual que la perezona, 

actUan en el tramo de la cadena respiratoria comprendido entre la 

coenzima Q y el citocromo c. 

Dado que la PRCL y la HP, al igual que la perezona, tienen 

un grupo OH disociable es factible que actúen como desacoplantes. 

Hecho que nos llevó a determinar el efecto de la PRCL y la HP 

sobre el estado IV mitocondrial, el cual es caracteristicamente 

estimu.lado por los agentes· desacoplantes. 

Como muestran los datos de la tabla 6 no encontramos un 

efecto importante de la PRCL o la HP sobre la respiración mito­

condrial en estado IV. De estos resultados podemos concluir que 

no tienen un efecto desacoplante considerable. 

carabez y Sandoval (62) reportaron que la inhibición de la 

respiración mitocondrial por perezona disminuye un 807. a 3SºC; 

dato que, Junto con otros, apoya el modelo de vertedero: modelo 

que propone que la perezona a temperatura ambiente acepta los 

electrones de la cadena respiratol'ia y los vuelve a regresar muy 

lentamente a la cadena, al tiempo que se observa una inhibición 

del consumo de oxigeno; por lo que se propuso que el aumento de 

la temperatura coincide con el de la velocidad de o>:idaciOn de la 

perezona y de esta manera se restablece la respiración 

mi tocondrial. 

La inhibición por PRCL tampoco es reversible por temperatura 

cuando se a~ade menadiona, lo que indica que no es del tipo de la 

rotenona que actúa sobre la NADH-deshidrogenasa. 
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Por último, medimos el efecto de la PRCL sobre un sistema ~n 

el que sus caracteristicas rédox no influyeran. 

Los resultados obtenidos respecto al ".!fecto de la PRCL sobre-

la actividad hidrol1tica de la ATPasa son dificiles de explicar; 

por ejemplo, la estimulación de la actividad basal de la ATPasa 

al agregar PRCL no se puede explicar únicamente por un efecto 

protonofórico del compuesto, ya que la PRCL no estimula el estado 

IV mitocondrial. Tampoco podemos explicar el efecto bifasico de 

inhibición-estimulación que presenta la PRCL sobre la actividad 

hidroli ti ca de ATPasa estimulada por val1nomicina o DNP. Una 

observación que podria resultar importante es que en el intervalo 

de concentracion que estimula el valor de hidrólisis nunca rebasa 

al control; ello puede señalar que en altas concentraciones la 

PRCL anula su efecto inhibitorio y no, como cabria asimismo 

suponer, que tenga un efecto estimulntorio ~obre la ATPasa. 

También seria importante conocer cómo influye la PRCL sobre la F, 

soluble, para asi poder explicar los resultados de la grafica VI. 

El potencial rédox de la perezona es de +487 mV (62J y los 

de los derivados utilizados durante este trabajo no se conocen. 

En caso de que los potenciales rédox de la PRCL y la HP fueran 

parecidos al de la perezona, resultaria dificil explicar de esta 

forma la inhibición de la cadena de transporte de electrones. La 

dificultad radica en que normalmente la coenzima o. con un 

potencial rédox cercano a o, acepta los electrones de las 

flavoproteinas y los cede a los citocromos b y a la proteina 

Rieske; para que los derivados pudieran realizar esta función 
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deberian tener un Em similar al de la coenzima O. 

Creemos que la inhibicion por los derivados es más directa; 

por ejemplo, se ha reportaoo que el análogo de la coenzima O 

denominado HHHOO C21) inhibe, en altas concentraciones, la 

oxidación 

sitio que 

de la proteina Fe-s por el citocromo c,, en el mismo 

inhiben el SAL y el mixotiazol: a concentraciones 

menores inhibe la reducción del citocromo boe~ por la OH: por la 

reversa de la oxidación del citocromo b, donae también inhibe la 

antimicina. 

la 

sido 

Von Jagow y col. (66) mencionan que los análogos que inhibcln 

oxidación del quinol (UHDBT, UHNO y HMHOO), los cuales han 

estudiados en detalle, contienen un sistema l,4-quinona 

biciclica con un grupo hidroxi en la posición 3 que determina la 

hidrofobicidad de la molécula. Estos elementos eotructurales 

comunes sugieren que los sistemas b1ciclicos quinona pueden 

acomodarse en el centro de reacción quinol-oxidante. mientras que 

las cadenas laterales alquil pueden situarse en la zona 

hidrofóbica de la membrana. 

Si bien la perezona no es una quinona bic1clica creo que el 

parecido estructural con estos análogos es suficiente como para 

poder supones un mecanismo similar. El hecho que la inhibición 

por los derivados no sea reversible por la temperatura, es una 

prueba indirecta de un mecanismo de inhibición de este tipo. 



e o N e L u s I o N E s 

Con base en la discusión de los resultados obtenidos 

concluimos lo siguiente: 

- Es fundamental que los derivados de la perezona no incluyan 

radicales polares en la cadena isoprenoide, para observar su 

efecto inhibitorio sobre el consumo de oxigeno en mitocondrias 

aisladas de hígado de rata. 

- La ·inhibición del transporte de electrones de la cadena 

respiratoria mitocondrial, producida por la perezona reducida 

en la cadena lateral y la hidroxiperezona, ocurre en el tramo 

entre la coenzima a y el citocromo c. 

- La PRCL y la HP inhiben la respiración mitocondrial a dosis 

considerablemente menores que la perezona. 

- El sitio 2 es más sensible que el 1 a la inhibición por PRCL y 

HP. 

- Ninguno de los derivados utilizados tienen un efecto sobre la 

citocromo oxidasa. 

- Los derivados no presentaron un efecto protonofórico cl~sico 

que •estimulara la tasa de respiración en el estado IV 

mitocondrial. 

- No encontramos grandes diferencias en los efectos de la PRCL y 

la HP, aunque si en la dosis necesaria para producirlos. 

- La inhibición por la PRCL no se explica con el modelo del 

71 



vertedero de elect:rones de la perezona. ya que su inhibicion no 

es reversible por el aumento de la temperatura. 

- La PRCL est:imula la actividad basal de ATPasa y tiene un efecto 

b1fasico de inhibicion-estimulacion de la actividad hidrolit:ica 

de la ATPasa inducida por valinomicina y DHP. 

- Probablemente la inhibición producida por la PRCL y la HP sea 

directa sobre los sitios sensibles a antimicina y mixotiazol, 

de forma similar a la lograda por la HHHOO. 
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