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INTRODUCCION.

Una célula viva es en si misma una organizacidn inestable.e improbable, man-

tiene el maravilloso y:especifi
mente gracias a la utilizacidn constante de energia. Cuando se corta el sumi

nistro de energia,’iaies xucfuraic0mpleja de'la‘Eélﬁlaatiéhde a degradarse a

un estado de desorgénEZaéééh?fOrtuita. Ademis dei,traﬁéjo quimico necesario
para preservar3la in£ gfidéd.dé su organizacién,iids'distintos tipos de célu
las utilizanyla]ehérg;a{éaf; realizar difereﬁﬁgsjc1asés de trabajo; mecdni-
cos, eléctricos;ﬁquimiéqs y osméticos1quéfdbn§£ithyen los procesos vivos de
los organismos. | 5

Los organismos vivos han desarrollédo'tres sistemas diferentes para generar
energia en forma de ATP:LLés'divérsas enzimas que catalizan el proceso de

la glicdlisis y las{particﬁlas intracelulares conocidas como cloroplastos y

mitocondrias.;(l)\k:v

En el decenio de uarenta se empezd a utilizar con &xito una técnica que

i
idn

diferencial, para aislar distintas estructuras
que. forman una- célula,
Hogeboom'y colaboradores fueron los primeros en obtener una fraccidn celular

altamente enriquecida en organelos intracelulares y que adem3s preservaban

su integridad funcional y estructural. (2)

Trabajando con esta preparacidén mitocondrial Eugene Kennedy y Albert
Lehninger demostraron en un trabajo clisico que en esta fraccidén o sea en las
mitocondrias, existen los componentes de la cadena respiratoria, las enzimas

del ciclo del 4cido citrico y las de la oxidacién de los acidos grasos. (3)

El trabajo de Kennedy y Lehinger fue de importancia no sdlo porque demostrd



que detgxmiﬁéd: func1ones de ié céiula se‘lleQaﬁ a.§abo en SlthS especifi-
cos, sino porque ademas 51rv1o de base para el estudio de la transducc1on

energetlca en membranas En los ‘afios posterlores a la observacxon de Kennedy
Y Lehninger; se‘empieza qusentraﬁar la manera en que el consumo‘ée'dxigeno

en las mitocondrias se acompafia de la sintesis de ATP: en la éctuali&ad este

proceso se conoce como fosforilacidn oxidativa.

LAS' MITOCONDRIAS..

Las mitocondrias, son orgénulos encontrados’en todas’las células animales y
vegetales, .son generalmente cuerpos de’ forma: cil parecen ser del

orden de 0.5 por 3um.

En ig“ééiula;viva, la_mitocondtia;iﬁdivldﬁélepargce‘a}té;nar,éu formajde fi
laménﬁ67aféi£culéi, curva ¢§¥féa£“dfé§féra.iEﬁ‘éiéﬁﬁéévt;jidbé, las mitocon-
driaé péfédén~e§£ét;élipééaas de manéfa‘que se facilita la liberacién de ATP
a ids‘Sisﬁemés“qﬁééﬁpiiizanLla énergia, por ejemplo, alineadas con las fi-

bras contrict e las células del misculo.

quler caso las mltocondrlas constltuyen los prlnc1pales componentes de las

células animales y vegetales comprometidos en el metabolismo oxidativo: las
proteinas mitocondriales de las células del higado representan aproximada-

mente el 20% del totai’proteico de este tejido. (4)

A partir de los estudios de microscopia electrdnica de George Palade y
Fritjof Sjostrand, se encontrd que las mitocondrias poseen dos sistemas mem

branosos, una membrana externa y una membrana interna. (5)



La membrana interna estd doblada (estos dobleces son comunmente llamados
"crestas") asi que el &rea superficial de la membrana interna estd aumenta

da grandemente en»relaci6n a la membrana externa. (6) (Fig. 1)

ffunCiQnamignto de las membranas‘mitocbndrialeS'se,ha estu-~

La estructura:

diado a Il‘lub‘&‘ nsldéténfcomo‘éqnjuntos.

orgéhi?a@ps qon;tituidos:prlnclpalmentetpor”,xpteiﬁagay'lipidos;‘_"

AR

UITECTURA' DE MEMBRANAS BIOLOGICAS

Las mémbranas biolégicas'tienen“un‘nﬁmero de funciones muy importantes en un
orgénismo viviente. Ellas actian como barreras estructurales que mantienen
la integridad de un organismo (7). En las estructuras de las membranas comun

mente se encuentran lipidos anfip&ticos, que son compuestos con regiones po-

lares y no polares. Tales eStrﬁgturas son ideales para la formacidén de intexr

fases entre un disolveht“,pélar lkﬁné;régién‘hidxofébicg;,Loé lipidos que

comunmente'cdnsﬁituyen_ as:membranas’son fosfoliﬁido ,esfiﬁgdlipidos, glico

cadas en’dos amplias categorias:denominadas periféricas e integrales. El cri
terio experimental para esta clasificacidén esta dado en la tabla I.

En concreto, las proteinas periféricas son aquellas que parecen estar solamen
te unidas en forma débil a sus respectivas membranas y no parecen interactuar
con los lipidos en la membrana, mientras que las proteinas integrales estdn

ordinariamente mias fuertemente unidas a la membrana y exhiben funciocnalmente
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TABLA I -

~ay

Criterio para distinguir proteinas membranales, integrales y periféricas.

Proteina

Propiedad Periférica

Proteina
Integral

Requerimentos para disociarla Tratamientos ligeros

de la membrana. son suficientes: fuer
IR T
za ibnica-alta, agen-

: vteéféﬁéiaﬁtés de

" ~‘iones metdlicos.

Asociacién con-lipidos’cuando :* . Comunmente: libre de

se solubiliza.

Solﬁbilidé&?déspuéé:dé'diSo- f‘{'Sdluble}y3mblecular—

ciarla de la membrana. - * ‘mente dispersa en
‘soluciones regulado-

ras acuosas neutras.

Se requieren agentes
que rompan enlaces
hidrofdbicos: deter
gentes, disolventes

orgédnicos, agentes

- caotrdpicos.

Comunmente asociada

- con lipidos cuando
 'e§t5»sblubi1izada.
1,Usuéim§ﬁfevinsoluble

o agregada en solucio

nes reguladoras acuosas

neutras. =



importantes ntéf&édiones;ébh:16§ﬁiibiap§ﬁdeflafm{sﬁSV(gyf(Fiq,’g)'"

En'l972,_C;L; Ni¢oi$0' y‘S.J;:Singeg;pésﬁﬁiaﬁoh(gl}modeiq'dé‘estructura de

io de la actualidad, el modelo del "mosaico fluido"
Esté5m6delo;af;rméque:lqé fosfolipidoside;ias,mémb;énasTsé,héilan ordenados
enﬂﬁicépasffdrmanddguna matriz fluida donde se éncuehtréhiiaéfproteinas mem-
bréﬁales.‘Envesta'bicapa, las moléculas lipidicas individuales pueden mover-
se‘lateralmente, dotando a la biéépa‘de fluidez, flexibilidad y ademds de

una resistencia eléctrica caracteristicamente elevada y de relativa impermea

olares.  (10) -

la memﬁféﬁa; §§£§¥}§t6tfafsé'aendminadifusién transversa o "flip ~ flop",
mienfré; gﬁ§£i§“difﬁéién”en el piano de una membrana se llama "difusidn late-
ral" . '(('1’{1)',;}.»-%1‘ e

Ei,que;éldw m§%§ié§ifigiﬁéfquﬁula_que‘las proteinas de la membrana son glo
’buléxééf_pat;;iﬁfé??féfarésékéié&é&z°éont§nido)éﬁ. @ -hélice. Algunas de las
proééiﬁéégghélla.ri'pa.x;cial'ﬁéhtej mpotygdésidvincluidas en la membrana y pene
tran en la fase lipidica por un'lédby(gériféricas) mientras otras se hallan

totalmente sepultadas en ella (integrales).

La extensidn que una proteina globular penetra en el interior de la fase li-
pidica estd determinada por la secuencia de aminodcidos de la proteina y la
localizacidn sobre su superficie de los grupos R no polares de'los aminodci-
dos. De esta manera, las diversas proteinas de la membrana forman una estruc
tura de tipo mosaico en la bicapa fosfolipidica. Se cree que la viscosidad

relativa de la bicapa lipidica es de 100 a 1000 veces superior a la del agqua.
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El modelo del mosaico fluido interpreta satisfactoriamente muchas caracteris-

ticas y propiedades de las membranas bioldgicas. Es aplicable a membranas con™

contenidos de proteina muy diferentes por unldad de superf1c1e membranosa, ex

plica la variacifn de espesor de dlferentes tlpos de membranas y permlte inter

membranas naturaleslfy" que permlte que las protei-

pretaxr la asxmetr;a'de l

ugdan‘_rdena seyen las;dos superf1c1es de la bicapa

nas de diféréﬁtﬁs tipo

El modélo interpreta:también las probiedades elébtricas y de permeabilidad de
las membranas, asi como la observacién de que algunos componentes proteicos

de las membranas celulares se mueven en el plano de la membrana a velocidad

muy elevada.

La mayor parte de las membranasson a51metr1cas, con dlferentes tipos y/o nume

ro de protexnasespecmflcas sobre cada superflcle.«En partlcular, la membrana

plasmatlca de 1as celulas eucaribticas posee a me navcublerta exterior

constituida'pbr cadenas laterales de oligosacs las: glucoproteinas de
la membrana, y por los grupos de cabeza,Qiiéésacaxidésfdé}ios glucolipidos de

la propia membrana. (10)

_ SISTEMAS DE TRANSPORTE

Los solutos pueden atravesar las membranas, ya sea mediante procesos que re-

quierenla presencia de'una proteina especifica de unidn en la membrana (media

dos) o mediante procesos que ocurren de forma espontdnea (no mediados).

En este segundo caso, el transporte de un soluto constituye un proceso de sim
ple difusidén fisica a favor de un gradiente. La molécula que difunde,ni es mo
dificada quimicamente, ni se asocia con otras especies moleculares en su paso

a través de la membrana.



Los procesos de - transporte mediados o facilitados se caracterizan por:

1.~ Presentar un cinética de saturacién y

i

: 2;§ PiéSentar.ung_éspeéific dad::po elﬂéustrato.

transportadoras, portadoras o transldcas@s

El transporte facilitado pasivo es aquel mecanismo.en el que un compuesto se

mueve a través de la membrana cuando se encuentra unido'a un' sistema especi-
fico, para el que presenta cindtica de saturacidn, pero que no necesita la

energia cedida por ATP o un compuesto equivalénté:ybeéﬂa:favor~de un gradien=-

te.

Transporte activo es el término que define aguellos: roéesoS;éﬁ:los que una

molécula se mueve a través de la membrana de forma
cidn de su gradiente de concentracién. La energia necesaria puede ser cedida

de dos formas:

1) El1 transporte de un‘metaboiito,dado se acopla al movimiento
"si@ﬁ;#aneé de una segunda mdlécula{;L;-quaiZSe mueve siempre
.iééfgéntiao %avorable a~su gradién£é;5é:c? éentfacién, en

'cﬁ§of£ransporte se 1ibef§;ﬁﬁ§ g?an c*'tidadﬁée,énergia. La
segunda molécula puede aigiéiéseggniql,miéha;sentido que la

primera (simport) o en sentido contrério (Antiport).

2) La energia es aportada por una hidrdlisis simultdnea de ATP
(actividad ATPasica) o de algiin otro compuesto de alta enexr
gia situado sobre la superficie de la proteina que actud

como portadora.
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Poxr otra parte, los procesos de transporte a través de membranas, que provocan
la transposicidn ‘de un determinado grupo quimico, en vez de proporcionar una

se denominan de transposicién de :grupo

un grupo poléfﬁ?s?@n!pp,_es fa ;eqid¢¢(10)} L&féh;£§ié libre
de'aétiQaciSn‘¥e§ﬁéfida~es‘taQ[g;aqée:gpe{la §el6cid$d'de“eSte prqéeso seria
muy lenta. Los argumentoé‘terﬁééinﬁﬁié§s son aqpellos que conducen a la suge-~
renéia original de que las moiégﬁlés'dé‘las proteinas integrales de la membra

na son generalmente anfipaticas. (12)

Estas consideraciones apoyan los mecanismos involucrados en la difusidn faci-
litada o transporte activq de pequefias moléculas hidrofilicas a través de mem
branas. Es virtualmente cierto que estos procesos son mediados por un grupo

de proteinas asociadas éon la membrana, cada una con sitio caracteristico de
uniéniéspecifico para una pequefia molécula. El problema es saber como es trans

locada esta pequefia molécula; es decir, ¢Como pasa de un lado de la membrana

al otro?

Los muchos mecanismos especificos propuestos caen en dos amplias categorias:

1.~ Mecanismo por acarx 1.cual el sitio de unién
(o sitio activo) consigue pasar de un lado a otro de la membra

" na mediante rotacidén de la proteina transportadora entera a
través de la membrana, y
2.~ Mecanismo de poro fijo, en los cuales un cambio conformacional

dentro del poro de la proteina transloca el sitio de unidn a

través de la membrana (Fig, 4)

Los datos experimentales y argumentos termodinimicos discutidos acerca de

@sto, podrian estar en contra del mecanismo de acarreador ya que requiere



EXTERIOR

INTERICR
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a) MODELO DE ACARREADOR DE PQRO FLJO
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Fig. 4
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rotaéionesztxansﬁembtanalésﬁdeguna;proteiﬁéfiﬁtegrai}1(9)ﬂ

Ha sido demostrado que los acarreadores mov1les no pueden funcionar en una
membrana fosfollpldlca la cual ha sido congelada por debajo de su.tempera-
tura de transicidn. Este fendmeno ha permitido disefiar experimentos para

saber si un sistema de transporte funciona como un acarreador mévil o como

poro fijo. (40,41)

MEMBRANAS DE LA MITOCONDRIA

LA MEMBRANA EXTERNA.

El paso esencial en la-separacidn:de las membranas:mitocondriales externa e

te ﬁn,péQuendfbbrCéntéje de la masa mitoccndrial.bﬁeiéO}anS% de la proteina

tota17é9152ada a la membrana mitocondrial y por encimajdefQO% de los lipidos
mitocondriales estdn asociadios con la membrana internpa, Con lasfpequeﬁas can

tidades que tienen la membrana externa, alin pequefias cantidades de contamina

cidn a partir de la membrana interna o por otras particulas pueden conducir

a serios artefactos.
Finalmente debido a su alta permeabilidad pdco comiin, no es posible el uso de

reactivos de bajo peso molecular o moléculas que normalmente no penetran las

membranas, en estudios de la topologla transversa de la membrana externa.

Estd generalmente establecido que esta membrana es libremente permeable a
moléculas con peso molecular hasta de 5000, Esta permeabilidad no parece re-

flejar la composicidn de la membrana ya que ésta, contiene tanto como dos



TABLA II. LOCALIZACION DE ALGUNAS ENZIMAS EN MITOCONDRIA.

ESPACIO MEMBRANA
MEMBRANA EXTERNA INTERMEMBRANAL INTERNA MATRIZ
Citrocromo b Adenilato Cinasa Citocromos Piruvato deshidro-

5

Citocromo bsreductasa
Monoamino oxidasa

Quinurenina hidroxilasa

Derivado acil graso CoA
sintetasa.

Sistema de alargamiento
de acido grasos

Glicerofosfato acil trans~
ferasa.
Colina fosfotransferasa

Fosfolipasa A

Nucledsido difosfocinasa

Nucledsido difosfoquinasa

Sulfito oxidasa

b,cl,c,a,a3

NADH deshidrogenasa
Ubiquinona
Flavoproteina

transportadora de
electrones

ATPasa

BxHidroxibutirato
deshidrogenasa

Carnitina~palmitil
transferasa

Sistema de alarga-
miento de acidos
grasos,

genasa.
Citrato sintasa
Aconitasa

Isocitrato deshi-
drogenasa.

Fumarasa

a-Cetoglutarato

deshidrogenasa

Malato deshidrogenasa

Sistema de oxidacidn
de los &cidos grasos

Fosfopiruvato carboxi-

lasa,

Glutamato deshidroge~

nasa.,

€T



MEMBRANA
INTERNA

MATRIZ

ADP-ATP translocasa

Pi. -OH-translocasa

Dicarboxilato translo
casai ’

' Tricarboxilato trans
‘locasa,

‘;décétoglhtarato
"translocasa

Piruvato translocasa

Glutamato~aspartato
translocasa

Aspartato-glutamato
aminotransferasa.

Ornitina »
transcarbamoilasa.
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veces mas fosfolipidos, sobre bases de proteina, que la membrana interna y
también contiene una cantidad significativa de colesterol, el cual se sabe
baja la permeabilidad de membranas artificiales a sustancias insolubles en
lipidos.

)

En contra dq'éstol se ha argumentado que la alta‘perméabilidadfdé"lafmém_

La membrana mitocondrial interna es la membrana intracelular cuya topologia
enzimitica ha sido mis intensamente investigada, Esto es debido a que es el
sitio donde se encuentra la cadena respiratoria, de naturaleza particulada

y altamente organizada, la‘cual fue descubierta mucho:antes que su asocia-

y varias translocaciones:de ‘iones facilitadas por acarreadores son también

s localizadas en esta membrana,

PRI

catélizadosipb ‘protein

La ﬁémbfan;-mitéégnﬁéiai’;néerﬁa:és.relativamente rica en proteinas, como lo
sohilag mémﬁfgﬁég;;#éﬁsq ‘td;askééfenéigia'en'general. Esta consiste de apro
ximadémentéifsé5557§t§£e;na yi?giﬁde lipidos, De 60ya 70% de la proteina es
"intrin;GEA"5§jﬁinﬁeg:al";lo‘édél explica la antigua oﬁser&acién de que la
extradcién de ia.ﬁéyofia de los fosfolipidos de la membrana no altera la apa

riencia trilaminar de esta membrana en microfotografias electrénicas, TLos
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llpidOS de- esta membrana son cerca de 90% de fosfolipldos, las principales

especies son, fosfatldllcolina, fosfatldlletanolamlna, y cardlollplna en

relaciones molapes~de;apquimadamente 4: 3: 2.

La cardiolipinaestd presente principalmente si no exclusivamente, en'la mem

brana\interha.

Caracterlstlco d  la membrana mltocondrlal 1nterna es’ una permeabllldad muy

baja,iaun a relatlvamente pequenas moleculas.

No électféiit6§5iné§1ublé 'wﬁ;i;ﬁiads ¢on un peso mdlecular cerca de 100 - 150

Trae o L + -
niiones tan simples como H+, XK , Na+ y C1 no

»

de ser,inyestigada?uSando;mitocondrias ntactas debid & erméabilidad

de la membrana externa:(in vitro), mientras:la superficie interna’estd accesi-
ble en particulas Submitocondriales{“(ll

El papel de la estructura de la memb ‘n funéidnamiento de sistemas mul

tlen21mat1cos del tlansporte de electrones Yy fosfor11ac1on oxidativa ha sido

iéfpor muchos afios, (11):

objeto de muchas investigacionés

En 1961 Peter Mitchell (Rigmi nobel ll?éi‘enuncia la Hipdtesis Quimiosmdtica

de la fosForilacién oxidativa,}quefihtrodUCe en la biologia dos conceptos
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propios’ de la- flSlca -1) La vectorlalldad de” las reacc1ones qulmlcas, hecho
que exlge ‘una topografia deflnlda de las protelnas fljas en 1a membrana AR
2) La acumula01on de energla bajo la forma de un gradlente de potenc1a1 elec
troqulmlco. La. hléote51s qummlosmotlca ha permltldo 1nterpretar y predec;r
un gran cdmulo de la informacidn experlmental obtenida, durante los ultimos'

veinte afios, en los sistemas capaces de conservar energia..(13)

La termlnologla empleada por Mltchell en su hlpote51s parte del concepto de

1ales la trans

locacién ‘(translocacidn: se refiere enisentido’general a cual

quier movimiento de un laddﬂd?”la*mémb jbfrd) estd direc

tamente unida a una reaccién bioguimica, y puede ser de dos

clases.

a) Translocacibn de grupos: definida arriba, sucede a nivel

de sustrato.

b) TrahsloCacién de solutd'unida“afﬁnaféhzima: es un proceso

?cual el sustrato en's1 mlsmo no part1c1pa en la modi

fflcac1on @e enlaces covalentes, pero es translocado como

‘resultado;delia;reaccmon Es;e.corresPonde a la definicidn

de‘Kedgm,dg.fraﬁspor

.

tlvo y es ejempllcado en el trans
porte de Na,:K "y:Ca '’

‘~por ATPasas en celulas de mamiferos.

] P 0

2) Translocaciones Secundarias: No estdn por definicién directa-

mente unidas a una reaccin quimica o metabSlica, pero lo pue

den estar en una forma indirecta.
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a)>Laﬂmés si%él; eé uﬁiport: es la trénslocacién de un solo sus
. trato gor~el centro del acarreador, la cual corresponde a
'“diﬁésiéﬁfﬁgéilitada". El uniport da como resultado el equi-
ligﬁiéidé; Sﬁéﬁygto,a pravés de la membrana, de acuerdo con

' su potencia élééﬁroquimiéo;i(Fig;VG)f

'las cualés dos solutos se’equilibran.a través:-de una barrera

-osmdtica de tal manera que .la translocac

'tb ést§ acoplada-a‘la;ﬁfénsqugc;pn\Qegqtrq5>n laidirec~
cidn opuesta, Esto es,iﬁnatéisﬁribuciSh ésimétfiééjde un
‘sustrato deber§~¢onaucif éllmovimiento del otro en la direc
cién opuestg;;(fig' 8) -

Pof,btra pérté Transpbrte concentrativo es un término que
‘éévufiliza para denotar la capacidad familiar y ubicua de
los seres Qi&os para merr metabolitos o nutrientes en con
tra de aparentes gradientes de concentracibén, sin especifi

car alglin mecanismo (14),



— *?
fig. 6
"UNIPORT *
am—— -.—.b -
= N——cr—

fig. 8

"ANTIPORT "

fig 7

"SIMPORT "




EL PUNTO DE VISTA QUIMIOSMOTICO

Sintesis de ATP en las mitocondrias. En la cadena respiratoria las reacciones

de Oxido - reduccidn son vectoriales.,

La cadena respiratoria es una organizacidn molecular altamente ordenada, for-

mada por proteinas dentro de la;membrana@mitocondrial interna, y cuya funcién

o4

principal es transferirsuﬁfpéf de electrones desde el NADH hasta el oxigeno(4).

sin embargo, -por su pa ular composicién quimica (acarreadores de protones

_y acarreadores de.electrones) or ‘su distribucién asimétrica en la membrana,

eSEas-protéiﬁésj¢ump: pa;qlelamehtéfiunafsegundé funcidn: acarrear seis pro
tones désdéfél,éhtéri' Vé¥el é¥£erid¥‘d;’larmitocondria. Esto genera un
i¢ ‘ ntracién. éibithnes?QAQH)’gue.hace,a la matrfz alcalina

nedi g;@ihé;~c°mo_16§§§£o£658§;no»v§n5é§°m9?5?dos por el mo -
qn;ﬁh;*esté proéégctéé;tamg;eéiééﬁiyaiéhté’é id remocidn

deila matriz. Se origihéiasifuh}gfédiehtéfdé.potencial

1,.que el interior de la mitocondria resulta negativo,

quimico,. conformacional,:de transporte etc.).
Asi pues; en la mitocondria la energia libre proveniénte ‘de las reacciones de
oxido-reduccidn de la cadena oxidativa se acumula como un gradiente de poten-

cial electroquimico,

El gradiente de potencial electroquimico es en parte utilizado para la sinte-
sis de ATP. Pero, ¢Como se acopla el flujo de protones a favor de gradiente
(disipacidn del gradiente electrogquimico) con la fosforilacidn de ADP?, Este

proceso ocurre en la membrana mitocondrial interna por accién de una enzima,
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la ATPaSaﬁ(E.C;B;6?1:5 £6$£651&£61asé), capaz de catalizar la sintesis (o
hidrélisié)‘de unaim§1é¢ulé de ATP cuando dos protones son translocados del

medio externo-a la matriz‘(c de la matriz al medio externo) via un canal in

que ha sido aislada y ampliamente estudiada en experimentos.de:reconstitu-
cidn en vesiculas de fosfolipidos.

La enzima tiene;dqshporciones,»una‘hidrofilica'conocida como Fl y otra hidro

que requeria.de’

les de la membrana interna mitocondrial.

Postulado 2.- Los componerites:de

aspuestosen ¢
tacién = adecuad

cidn neta de protones idu

‘nes.

Postulado 3.- Existen sistemas de translocadores (porters),
, | . o
acoplados a la transferencia de H que son utili
zados para la estabilizacién osmdtica y el trans

porte de metabolitos,
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. Postulado 4.-La membrana es impermeableJai«paso de. protones,
en ella se encuentran localizados los tres sis-
temas anteriores, (13)
IONOFOROS
Los ionéforos son aquellas moléculas que transpértan<ioneé-a través de las
membranas. Se,trata»@é;bérféhientag?eégﬁgia1ésgéﬁjél]eétudio de los mecanis-

x

mos quimiosmdticos..

Como ya-se ha menci

agua, pero

Los iondforos‘d ‘tudiaron en principio’como moléculas clasifi-

cadas{fﬁﬁcisﬁaimenée comoj"aésacbﬁlégtes": inﬁiﬁéﬁ ia fqéfofiigbiégapéts es-
timulan la respiracién.‘Este modo de accién se explica pbf'su capacidéd de

disipar el gradiente de protones. Los iondéforos de protones son &cidos débi-
les que captan o ceden fdcilmente un protdn y pueden difundir por la membra-
na, por ejemplo: dinitrofenol (DNP), carbonilcianuro de p- trifluoro metdxi-

fenilhidrazona (FCCP) vy 3,5~ diterbutil - 4 - metoxibenzilidenmalonitrilo

(sr 6847) (15).
TRANSPORTE EN MITOCONDRIA

purante la actividad metabdlica de la mitocondria, se detecta experimentalmente
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el movimiento de una impresionante cantidad de protones, asi como de cationggl
y de aniones. Este hecho exige postular la existencia dé moléculas especificas
que actuando como canales o acarreadores transloquen especies idnicas y la ne-
cesidad de un mecanismo que inicie y module este proceso. Es ahora evidente
que los acarreadores de prdtones Qe la cadena oxidativa y la ATP sintetasa,

son 1as pr1nc1pales v;as para el transporte de H ‘a traves de la membrana Prue

bas fUnci nale Voncluyentes demuestran tamblen la ex13tenc1a de acarreadores

selectivos en e‘“tfahépdrte de nucleétidos,aaﬁiones y cationes mono y divalen

Se sabe que la disipacidn del ApH energiza el movimiento de iones,

En ei’aﬁﬁipbrt N"5‘4‘/“1{:-*‘\,:’.ios'v,”datos experimentales indican que la mitocondria
es capaz de intercambiar un idn sodio por un protdn. Este intercambio es eléc
tricamente neutro y no se ve afectado por el Ay , ya que si bien éste acelera
la entrada de protones, simultaneamente frena la salida de sodio. En cambio,
resulta claro que el influjo de protones disipa el A pi (Fig. 11). Este trans
porte cs mediado por un translocador reversible de tipo antiport, ubicado en

la membrana interna y cuya naturaleza quimica sec desconoce, El antiport tiene

1
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una select1v1dad-por:el'Na- mayor que por K+; Su funcidn no ha sido claramen
te establec1da- podrla actuar como regulador de la osmolarldad lnterna y/o de

la entrada de anlones ‘a la matrlz.‘*

En el 51mport HPO—/ZH 'el}iéhﬁfosfétd(HPOl5)‘péfecéﬂéﬁ£rar afialmitdcondria

s =

iones. Es

Existe consenso;para-acepta 1 componente energético respon-

sable délfmov1miehtd y,aéﬁmhlac1op degan;oneS'déht:o dé?latmltgcondria; Sin

embargo la evidencia experimental indica que los &cidos di 'y tri carboxili-
cos se mueven a través de la membrana mediante un proceso de ambio
anién/anidn. Este intercambio es eléctricamente neutro yﬁnoipgr nvdlu~

.

icos aimatriz

crar al A pH. Pero la entrada de los dcidos di 'y tr1carbox11

'

parece estar acoplado por un mecanlsmo de tlpo cascad l‘mdv1miehto de fos~

-

fato. Y dado?que“este~ult1mo ocurre grac1as a la dlSlpaClon de A pH, la en~

trada de los anlonesfesta flnal y dlrectamente acoplada al consumo de gradien
te de protones. Un ejemplo de este mov1m1ento acoplado de iones con disipa-

cién de ApH es la entrada de.citrqto:a 1axmatriz mitocondrial. (Fig. 13)

Un segundo aspecto del'gradiehtt;elgctroquimico es el que se refiere a la
energizacién del movimiento de iones mediante la disipacidn del Ay

. +4H . P . .
En el uniport de Ca , el calcio entra electroforéticamente a la matriz mito-

condrial atraido por la carga eléctrica negativa interna. El calcio, divalen

te y positivo, colapsa el Ay su entrada, en cambio no modifica el ApH. Este
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transportefes~méd1566 por*ﬁn’dniport inhibible con rojo de rutenio y con .
lantdnidos (Fig. 14) (16).

EL ACARREADOR ADP3"/ATP4"

El transp6r£e dé Ast;é ATP4— a través de la membrana mitoéondrial‘inter-
na‘es realizado pof un sistema de transporte del tipo “anﬁiporﬁﬂj‘éiendo
aceptado generalmente que es electrogénico., Este sistema de tfénsporte fue
identificado en 1965 gracias al uso de unéphibidor eépecifico; el atracti-
lésido Kl?). Desde gntonces esﬁé impo;tantelgistgmg'aékﬁyansporté’ha sido
estudiado'entuna-ampiia‘yariéaéadewééiﬁigé{fﬁéfev;ﬁé%;ééééé[fQACiéna intexr

cambiando‘un: nicledtido por un interno en una estequiometria

1: 1. Nuéétfﬁ;éc
ATP en,miﬁqééﬁdfi
mas de trénspb?é'.
acarreadorvintegtéép,éh;lé meﬁSrana asi como en estudioshcon.la proteina
purificada.
'INHIBIDORES

Tres inhibidores eSpeqific§$>SOn'usados comunmente énléxpefiment§§;30bre
tranqu;teide/a&ehin!ﬁu@lgéﬁid@é, estos son: étraétiiéé?do; ¢§£B§kiatrac~

tilésido y cido

s 5@#3
té#idéifat§a'
es‘un éﬁti£iétiébv qrmadélpor»uh Hdhgé‘en lésliesﬁ5§téh putrefacéfég.del
bongkrek, una clase de coco comestible utilizada como alimento‘éﬁ Indonesia.
El atractildsido y el carboxiatractilésido son gluctsidos cuya aglicona es
un diterpeno. Ambas moléculas contiene dos grupos sulfato y un residuo de
dcido isovalérico. Otros inhibidores interesantes derivados del atractilé~
sido son apoatractildsido, apocarboxatractildsido y succinilatractildsido

(Fig. 15).
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El acido bongkrékico (fig. 16), es un &cido graso insaturado de cadena larga,
que tiene siete dobles enlaces, tres grupos carboxilos y un grupo metilo. Un
isémero del &cido bongkrékico, el &cido isobongkrékico, ha sido recientemente

aislado y caracterizado.

El atractildsido es un inhibidor competitivo del traﬁéporté’de adenin nucled-

losf§i£i65“de Qnién de estos ligandos.
LOS‘siti9$ d¢»uni6n del carboxiatractilésidpgsoh'Saturables teniendo una
Kd = 10 nmblar»y.uha}chcentraciéh‘dé30;19}¥ 0.024 nmoles/mg proteina.

Los sitio$ qefﬁﬁiénf&élgatractiiééidé1sdn“ho saturables teniendo una Kd = 20

Los ésteres grasosde acil7-'CbA;sdhCinhibidOres‘competitivéé;‘y deben tener

una funcién regulatoria sobre el transporte de adenin nucledtidos en la célu-
la. Recientes experiméntos de;RﬁM;N; realizados con &steres grasos'de‘acil
- CoA han revelado el valor de estos compuestos para probar quefel:ﬁrdnSloca~

dor de adenin nucledtidos estid dentro de la membrana mitocondrial,ﬂ(éb);
Estos compuestos tienen una Ki = 0.2 nmolar (16).

. - ey 3= 4~
La interaccibén de estos inhibidores con el acarreador ADP- / ATP depende

. , . . + 4+
de la presencia de ciertos cationes, particularmente K y Mg . (21)
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El efecto inhibidor del ac. bongkrékico se manifiesta si el pH dei'médidvde

—any

incubacién es mas bajo de 7.0, por tanto, las incubaciones son cqmunmente

hechas a pH % 6.5. - 6.8, a este pH una fraccién significativa.defmbléculas

de ac;do bongkrékico estdn protonadas, ya que el pKa de 1os tres,grupos car

bOXlllCOS del Acido bongkreklco es de,S.S. EstudlosAcon*vc.vf H) bongkrek1—

co muestran que el ac1do protonad"'dlf:nde rapldamente a traves de la mem~

brana m;tocondrlal“‘ a.matrlz (22), por lo tanto el dcido

bongkrékico;aebg MO}un>inhibidqp penetrante.l
Por otrdfladb
cie eXéefh d
res noipenetrantes El ester de palmitil - COA.. e

penetrante (20)

‘ESTUDIOS CINETICOS

Las céracter’st;casi'inéticas del transporte de‘adehin—nucleétidos son bas-

tantéfbignja mo ya se ha menc1onado, la estequiometria del inter
Los pocos datos sobre acumulac1on de ADP™ _ ATP’ en

'“bPorvejemplq,

Ata de ADP por mltoco et e la respira-

Mlchaells i Menten Dentro:de 1o uCleotidos ,olo son.transportados ADP™ y

ATP4 ' observandos competen01a entre ellos. Otros sustratos descrltos son:

PEP, PPi’y p051blemente adenosxna (29). Algunos andlogos sintéticos de ADP y
ATP, modlflcados en la ribosa o en la cadena de fosfatos, son también trans-
portados, siendo su transporte sensible a atractildsido, aunque las §elocid§

des de intercambio y las afinidades son muy bajas comparadas con las de los

adenin nucleStidos naturales (27, 28), El ADP3“ y el ATP4” libres parecen ser




_baja (25)
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los verdaderos sustratos y no sus complejos con magnesio (26)

El eteno - ATP pese a la modificacidn sustancial del anillo de purina, pue

de ser transportado (25). -

por el acarreador DP /ATP" , au finidad por éste ‘es mucho mis

Lafyél;éidad”dél~transporté de ADP depende marcadamente de la temperatura.

Coniﬁiﬁbéénd;iés{de higado'dé-rata,_lé’curva de Arrhenius presenta un quie

friﬁafde 10°C (13 Kcal/mol), Estos es

estado acoplado la Km y Vm para ADP3 son 2 - 25 umolar y 1‘10nmol g min_

Y para ATP4 de 100 = 150 y~- _,10’ respect1vamente~ en'estad" deSCOplado la

Km Y Vm para ADP3 son de 20 = 35 umolar y 3- 5 nmol mg

de 6—;;OYYT2 3 espectlvamente. (29)

ASINETRIA EN EL TRANSPORTE DE ADP>~/ATP "

Es generalmente aceptado que el acarreador de adenin nucledtidos es electro
génico. La separacidén de cargas a través de la membrana ocurre durante el

. . 4~ . . 3~
intercambio de ATP el cual tiene cuatro cargas negativas, por el ADP |,
que tiene tres cargas negativas, Las evidencias de que el intercambio es
electrogénico provienen de diferentes tipos de experimentos. Durante la res

) - \ \ . \ 4~ , 3~
piracitn cuando la mitocondria, sintetiza ATP a partir de ADP y fosfato,



el traﬁsporte de ADPS - haéié;éehtfb:av,‘ “ﬁiﬁdébna ié’ STmﬁcﬁoﬂmés rdpido
que el transporte en la mlsma direccién de ATP (30) Esto ocurre afin
cuando lakconcentracion‘de AT? afuera es;mﬁchas-vecesvmés alta que la de
ADP, Debldo al ﬁranéporte preferenc1a1 ha01a dentro del ADP, en presencia

de sustratos resplratorlos, la relacidn de ATP/ADP es mucho mds alta afue

ra¥§é 1 »mit0condria que dentro.(ls). En presencia de agentes desacoplan—

cial de membrana. El
nitocondrial causa cambios

de un ‘incremento en el

n~que el acarreador catallza un 1ntercamblo

ébmﬁietamente‘eIeCtrogén}cq_de;A?P4 v ADP3 sihfcétrénsporte de protones
 va11ndmic1na5y k+‘;on ihéluidos en el medioAparasminimizar el arte
bfécféfﬁof md&imiento de protones (33).'Pueéto que el intercambio de ATP/ADP
es completamente electrogénico, algunos problemas surgen en el balance de
las cargas y movimiento de iones hidrégeno durante la sintesis de ATP. De
acuerdo a la proposicién original de Mitchell (13), dos protones son bom-
beados hacia afuera de la mitocondria por cada sitio de acoplamiento de

la cadena de transporte electrdnico. La sintesis de ATP resulta en el

37
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regreso de‘esos protones La utilizacidn de la mitad de esta energla dlspo~

.oy

nible_para;un'proceso de transporte seria termodinimicamente indeseable.

Ademas, elfpotenc1a1 de membrana medido no es suf1c1ente para llevar a ca-

bo: la 51nte51s de ATP {34) . Como se sabe la energia disponible del po;en-
cial de membraha'depende del nﬁmefo’deﬁcargas‘que sé mueQeﬁ'a través de la
membrana durante la reaccidn qUimiéa, muchos estudios réciehfes sugiefen
que la estequiometria de protones de la’hipétesis quimiosméticé es inco-

rreéta;;Medicionés directas’del movimiéntO'de protones indican que cuatro

son transportados por la cadena resplratorla por cada 51t10 de 81nte51s de

ATP Se’plensa que tres de estos protonesrson egresados durante la sinte-

siS'de‘ATP1_eSto;;provee-la energlaingc_saria pa:a,yencer;la‘gran diferen~

ciafdeyéhé?giggentrg ADP méas fosfatoﬂy*ATEl;UnéiCérga se utiliza para el

tranqutteilqgcualrdeja a la membrana eléctricamente balanceada (16).

El balanceo del mov1m1ento de los protones es algo mids complicado. El fos-

faﬁ : ovalente a pH 6 A el transporte electroneutro de fos

fatojgjeste Pt ,Ncompanado por un proton llbre'porgmolecula:de fosfato.
;de la matriz

urante la sintesis

;nfémbargo a pH 7.0 mis

n:la prictica no ocurre

nlngun desbalance, puesto que los protones extra

ue aparecen en la matriz

son consumidos en la 51ntesis?de ATP.”LosﬁprOton‘ fes;qué”desaparecen
del citoplasma, reaparecen cuando el ATP es hidrolizado para las reacciones

de la célula que requieren energia (36).

Un reporte reciente sugiere que bajo ciertas condiciones, cuando el ATP en-
tra a la mitocondria para llevar a cabo procesos metabdlicos, el transporte

debe ser electroneutro debido a cotransporte con fosfato anidnico (35).
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INTERACCION CON LA Fl -ATPasa~

Existen algunas evidencias de que el ATP formado,durante.la~fosforilaci6n

oxidativa de ADP es transportado fuera de la mitocondria sin ser- liberado

dentro de la hétriz:fEntre otroScejeﬁp}dy “siguientes: 1) des-

 ima}dﬁiah£é"¢lfcu£so.delgestado
p;xaclqn-(;,c) ATP aparece fuera de la mitocondria, mucho mis

i TP ' , B el EAp PRt X
exloique,teorlqamente se esperaria si se.mezclasen*gl {C) BDP y

tocondrial;

en la membrana mitocondfialies tfansportado fuera directamente, Si el
ADP-As fuera liberado a la matriz mitocondrial éste deberfa ser hidroliza

do ahi para dar AD9 Y'AS; y el As deberia-permanecer_déhtrd de la matriz.

’épendé del estado'éﬁéf§é£i697‘ ;fécohdiié. La dese-
nerQiZééiSn‘péffdééﬁonilcianuro de p- E?ifiﬁoro  ﬁ%tékifeniihiéféébna (FCCP),
pero nofpér dinitréfenol (DNP), resulfé_én una pérdida de interaééiéﬁ.‘Para
explicar este hallazgo se postuld que ei acarreadox ADP3—/ATP4"'puede asu-
mir dos conformaciones dependiehdovdel‘éstado energético de la mitocondria:
‘durante el estado 3 de la respiraciSn, el'acarreador ADP3F/ATP4" existe en
una forma de alta energia, la cual interactla con la ATPasa mitocondrial. Es
tos y otros resultados (25) sugieren que el complejo ATPasa y el acarreador
ADP/ATP estin situados muy cerca dentro de la membrana mitocondrial interna.

Aungue no ha sido posible decidir si el transportador y el complejo ATPasa

interactfan uno con el otro a trav&s de una subnidad comin o si tienen acceso
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directo a un espacio microacuoso comiin que no se equilibra rapidamente con

el espacio de la matriz (25).

ACARREADOR ADP/ATP Y REGULACION DE LA RESPIRACION DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA

Actualmenté existe gran controversia acerca del posible papel del transportador
dé‘adénin - ﬁucleétidos en la regulacién de la fosforilacién oxidativa. Eviden-
cias de £iéo cinético sugieren que la etapa limitante de‘la-veloﬁidad se locali
za en la translocacién de ADP; Por ejempio, la elevada.SensiBilidad de la respi

racidén del estado fosforllante y de la propia 51nte515 de ATP al ‘atractildsido

y el incremento en: 1a~'elo:'dad de}slntes1s por dlk "G ' de«lazrelac1on

ATP/ADP a dlferente'

cidn c1net1ca‘de1, _‘enln nucleotldos (51) Ademas-sevha demos-

lacidn (53).

regulada pbf 1a'relaci55“ATP/XDE;y_en*la’segﬁgaé,‘pOr ei p6tenciai;de foéfo-
rilacidn (ATP/ADP. + Pi). Dado QUe aibas hipétesis son apaténteménte incompa-
tibles, parece fundamental determinar con precisidén cual es la influencia del
Pi en la termodindmica y cinética de la fosforilacidn oxidativa.Otra posibili
dad que no puede descartarse, es que exista un control miltiple a nivel de los

acarreadores y de las deshidrogenasas.

Por otra parte, existe una respuesta de la membrana mitocondrial a el funcio-

namiento de el acarrcador ADP/ATP. La adicién de ADP o ATP en cantidades mi-



cromolares a las mitocondrias conduce a cambios morfoldgicos™ de la mémbrana

-y

mitocondrial interna. Estos cambios son sensibles a atractildsido pero no a

oligomicina. (24)

AISLAMIENTO DE LA PROTEINA ACARREADORA

La proteina acarreadora de adenin nucledtidos ha sido aislada en varios la-
boratorios (37,38,39). El método de aislamiento m3s exitoso utiliza'enlace
dé carboxiatractildsido. Hasta iO% de la proteina de lavmembraﬁa mitocondrial
interna puede ser aislada:enlazadafa‘ca;boxiatractilééidofnguha_forma croma-

togréficamehtevpura,(42){3L§§’ih;éﬁt6'1‘éra;aiSIéff'1Va¢arréadér'libre de

da fresca, de acarreador libré&d 31i§ahd¢s;:ha~Sid6:posiblefreconstituir algo

del transporte de adeninjnﬁdlééti@dsfén'liposomas artificiales (43,44,45,46,

47).

mpbrtanteMen;éLFﬁf&psporte de

'Haas;d ¢rec;entgmen;exdemostfado qie la actividad

L]

es incrementada considerablemente en. presencia de fosfatidiletanolamina. Se

puede;éSpeéulgrfguéfésﬁefQfeétq ésfaebido a la interaccién especifica de la

deféfidileﬁénw ina:con laimo de proteina.o que el reacomodo estruc

gmiéhfpfdé:éiﬁaéérreador ADP/ATP (45) .

Laicdmparacién de datos de'diféréhteé léborétorios (37-39,42,44,47), sugie
re que la proteina enlazada a carboxiatractildsido es un dimero de dos subu

nidades con un peso molecular de 30,000 cada una de ellas,

El &cido bongkrékico también ha sido usado para proteger de desnaturaliza-

cibn a la proteina durante el procedimiento de purificacidn,
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La pﬁrifféaéién déi acarreador ha permitido dilucidar algunos aspectos del
desenmascaramiento de grupos - SH asociados con cambios conformacionales
causados por la adlclon de ADP o ATP (25). La incorporacidén de N-etilmalei-
mida . (un reactlvo espec1f1co para grupos - -SH que inhibe él transporte de .
adenln;ngﬁleotidos) a la-subunidad devP,M;‘B0,000‘éé e#pecificamente esti~-
mﬁlédd}ébr ADP y ATP; la adicidn de carbéxiétfactilésido inhibe la incorpo

rac1on, mlentras que’ el ac bongkreklco la permlte, después de solubiliza-

01on con trlton (un detergente neutro) la purlflcaclon de la protelna mar-

'presenc;a‘de.ac.:bongkreklco, con
std' en concordanciaicon los datos

complejo- ac. bongkrékico protei

bongkrékiéd. Ellos's \enlazan,eép§¢ificaﬁéhfeaa”el'tggnsPQrtador y compiten

uno’ con otro para‘u ademds ‘el atractil6sido es un inhibidor no pene-

trante;el;éuél inhibe Artefdé;ADP/ATfﬁéﬁandG*‘ vuhe externamente

a la'membfana,mit"co nterna, mlentras que el ac1do bongkreklco inhi

be el transporte e VDP/ATP solamente bajo condlc1ones las cuales favorecen

n:partiCUlas mitocondriales

su penetracié iatriz;mitgpondrigl, 25)

con,Qriéh?é_ién;ﬁaéiaféfﬁgfa:(ﬁinsiAé 6utﬂ),‘durre la situacién inversa,

esto ihdicé'qué la asimetria de enlace delvacaffeador ADP/ATP con respecto al
atractildsido y ac. bongkrékico, no se debe realmente a la permeabilidad

de la membrana mitocondrial interna a los dos inhibidores, si no que es in-
herente a la topografia o el funcionamiento del acarreador (55). Como ya

se ha dicho anteriormente, los modelos para transporte a través de membra-

nas bioldgicas caen dentro de dos cluses: acarreador mbévil y de poro fijo,

(9).
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El acarreador de adenin nucleftidos es una proteina intrinseca de la membra

na mitocondrial interna, la cual muy probablemente cruza el ancho de la mem

brana ﬁ§4)%ﬂ‘

-

carreador mévil satisface; su cindtica.de transporte; la de-

E1 modelo
péhééh¢1a\ la veloc1éad degpraﬁspor;e;ﬁpn.respecféaal7aﬁbie§£é~:1p;dico;

: ié?é§imktria delbtranSPOfte de ADP/ATP; y con respecto a los'.sitios de en-

lace de los inhibidores.'.

En contra de‘esté;médéio.se argumenta dque, aunquees uné;m lé9u1é:a1tamente

hidrofdbica-los residues ibnicos deben hacer su movimiento’a través de la

proximidad con'la Fi.e‘ATEasa.f;

Qﬁ.éerca de la F,o- ATPasa (E.C.3.6.1.3.

Un segundo modelo,- es éi planﬁéédofbéfﬂklihgenberg y Col., quienes suponen
que el atractildsido y el ac. bongkrékico se enlazan en el mismo sitio que
ADP o ATP sobre el acarreador el cual estd alternativamente orientado hacia

dentro y hacia afuera (57).

Esto es, el acarreador puede existir en dos formas, la forma "m" con el sitio



activo héciafel lado de la matrié;ilé?;ﬁal éniéi&;ééiéégbﬁhékiékico, Q'La,

forma "c¢c" con el sitio actlvo expuesto hacia- la sup;rflcle c1toplasm1ca,

la cual puede enlazar carbox;atract11051do pero no ac bénékreklco La for

ma "c" puede ser convertida a laiforma'"m"~y de*estajforma;se hace el trans

porte de ADP a traves de la membrana, pero este camblo conforma01onal solo

puede ocurrlr cuando el sustrat 1 acarreador. El aislamien-

to)de;estas doS;formav el: transpor adqf de denln‘huCIthidés confirma esta

‘lnterpretac10n. Aunque= ,cérhdxiétrébtiiééiddfyilé'proteina

con ac. bongkreklco tie mlsmo,peso molecular Y la; 1sma compos1c1on

de am1noac1dos (48), son 1nmunologlcamente dlferentesr'58) Ademés difie-

SH vy 1 dlgestlon proteo-

ren en su- sensxbllldad a reactlvos para grupo

lltlca. Sln embargo la conforma01on roteina arb xiat?adtilésido puede ser

cdndéftidaQa;una-conformacién"p te bongkrékico en solu-

cidn aﬁadiehdobADP y ac. bongkrék olo no tiene este efec
ac1on de 3
4"

en el

Télvpdtencial

electroneutr ial.Este modelo secuencial explica

algunas. observacione tipo ‘cinético, pero supone que s6lo existe un

sitio de fijabién'ylés% ;do;cueétionado recientemente (59),
Estudios de fijacidn con andlogos del ATP han revelado la presencia de al
menos dos clases de sitios de unidn tanto para sustratos como para inhibi

dores especificos, experimentos cinéticos utilizando un rango amplio de

concentracidn, sugirieron la existencia de una cooperatividad positiva y
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la consiguiente formacidn de un complejo ternario nucleétidoz—proteina (60),
(61) . 'De acualquier manera, estas observaciones afin pueden acomodarse supo-
niendo un sitio de unién.

Recientemente ha sido reportada la secuencia de los residuos aminoicidos de

la transloc ga*AD?ZATP*dé itocondria de corazén de res. Una caracteristica

imp@rtahte de esta secuencia jyérqge:se tratav denuﬁf‘ﬁ;pneiﬁa-ihtegral de

transporte iintegrada:e es su gran.niimero de.residuos polares.

__De'acuerao a su_ estructura r;marrq,}élfAéarféadQ; ADP ATP:coﬁt1epe7297 resi

tante hacer notar que de 19 Glx solamente 6 estfn en forﬁa‘écida, mientras
que de 23 Asx 15 estin en su forma Acida. Estas se contraponen a 23 lisinas
y 17 argininas. La diferencia resultante corresponde a una carga neta posi-

tiva de 18, considerahdqxel Ciﬁerminal)rel N terminal blogueado. Esto esta

ciones de

hidrofili
Secuencias hidrofébicas, o al menos secuencias no interrumpidas por grupos
cargados de mids de 20 aminodcidos se encuentran de Tir (111) hasta Leu (133)
y, como previamente se habia duplicado, la Ile (209) hasta Phe (230). Otro
candidato para un segmento hidrofdbico se extiende de Gli (171) a Tir (194),

interrumpido solamente por Arg (187).



H2N Ser—Asp—Gln-Ala—ng—Ser Phe—Leu-Lis A;g Phe-Leu-Ala-Gli~
Gll-Val-Ala-Ala-Ala—Ile -Ser-Lis- Thr—Ala Val-Ala-Pro-Ile-Glu-
Le‘u-Leu-Leu-Gln—Val Gln.—HJ.s-Aig Ser-Lis- Gln—Ile—
—GlniTig- 'i-Gll Ile Ile A?% C;stalfVal Arg_

His-Lis- Gln Phe'
120 i
Gli-Ala-Ala- Gll-Ala Thr Ser-Leu-Cls.
140 : :
Phe- -Ala-Arg-Thr-Arg-Leu-Ala-Ala- AsH-Val Gll Llnu 1
150 - : 160 : ‘
Gln-Arg-Glu-Phe-Thr- Gll Leu-Gll-Asn Cls Ile Thr LlS Ile-Phe—
. 170 . W
Lis-Ser-Asp-Gli- Leu Arg- G11~Leu-T1r—Gln~
180 !
Val-Gln- Gll Ile Ile-Ile~ Tlr-Arg-Ala—A
; 200 IR RS
Asp- Thr-Ala-Lls Gll-Met-Leu-Pro-A
210
Ile~vVal- Ser-Trp-Met—Ile-Ala—Gln h,:Valf
230 " :
Val- Ser—Tlr-Pro-Phe-Asp Thr—Val Arq-Arq Arq-Me
: 230

Fig. 18 Secuencia de aminoacidos del acarreador ADP/ATP de m;i.f;vo‘;condria
de corazdn de res. Se subrayan las posibles agrupaciones de cargas
positivas. (62) R R

- 47
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Frecuentementé"Séfhaniimﬁliaaﬁo.segmentos-hidréfébiébs de alrededor de 18
aminoécidas en laffbfmacién‘de alfa hélices que atraviesan la membrana. En
concbfdancia coﬁ eéﬁo,‘al'ménos_B de talés segﬁentos estdn presente en el
acarreadbf ADP/ATP, aunquélge?ha viaualizado que la protefna esta completa-
menﬁe embebida en la membraﬁa;bAdemés puede esperarse que la estructura pri
mafia proporcione el doﬁiﬁipfééiructural del sitio de unién, el cual es
cafacﬁeristico de los siﬁ%bs’ae unién para nucleétidosade_Qarias proteinas

(62) .

Usand un proi am: de com”utac1on Matt1 y Walker han propuesto un modelo

el acarreador en. a membrana suponlendo‘que ex1sten tres hellces correspon-

a.laitres regiones no plaresr(63)l

MODIFICACION DE GRUPOS FUNCIONALES EN ENZIMAS.

La comprensidn de las bases quimicas de la catilisis enzimitica continda re

presentando una parte muy importante de la investigacién en bioguimica.

Es muy comin en'lafpraéflc4'hab1ar de especies quimicas, las cuales alteran

la estructura covalente de un peptldo ° una proteina de una manera controla

ble o limitada, como reactlvos para N’ "grupo especifico".

El término “"grupo especifico" representa un nivel de optimismo no siempre
alcanzado en la prictica; el término '"grupo selectivo" describe mis adecua
damente la realidad del &xito en una modificacidn quimica de un solo tipo de

grupos funcionales en una proteina, la exclusién total de otros tipos de

grupos es una excepcifén, mas que una regla.

Se han hecho numerosos estudios con respecto a la reactividad relativa de

aminodcidos hacia un reactivo particular; para ser capaces de demostrar el
mismo orden de reactividad de estos aminoacidos en una proteina natural se
deberdn considerar muchas variables. No solamente es comiin observar marca-
das variaciones o alin inversiones en las velocidades de reaccidn relativas,

si no también encontrar grupos en la macromolécula proteica los cuales son
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considerablemente mis reactivos que los mismos grupos en compuestos mis sim
ples. Tal "super-reactivad" puede existir aln cuando el grupo involucrado

no tenga relacidn directa en la funcidn catalitica de una enzima o donde el
reactivo no estd favorecido para unirse a su sitio especifico.

La disminucién o aumento de reactividad de un grupo funcional:-en la proteina

puéde resultar de:

a) la influenéia dg11és caracte iéfiéés dél;ambienté de la

proteina sobré e1;g;

b) Interacciones entiewelfreapt;v,“ elnambiente de la proteina,

¢) o de a) y b) al mismo tiempo.
A continuacidn se enumeran algunos de los factores que pueden influir en las

variaciones de reactivad de grupos funcionales en las proteinas. Estos facto

res generalmente no son observados en moléculas mis simples,
A.-Efectos del ambiente de la,proteina sobre grupos funcionales:
1.- befééé;pn'Qstéﬁiééﬂfdtal por la matriz de la proteina
ﬁ (ddnGOVCOmd:resﬁi;édqrinaccesibilidad del grupo a cualquier
reactivo, sin impbtta:fSu tamafio) . Tal proteccidén también
puede ser dada por un‘gofactqf, substrato o inhibidor.
2.~ Puentes de hidrégenbV(géﬁerélmenfe incrementan el pK, 'y pue
den aumentar'odisminﬁif7la~réé¢£i§idad de nucleéfilos).
3.~ Efecto del campo eléctrico por Qrupos-cercanost6n'carga

(pueden alterar pK's y reactividades en cualquier direccidn).

4.~ La polaridad del medio ambiente local (las regiones lipofili
cas gencralmente reprimen la ionizacidn; el efecto sobre la

reactividad varia de acuerdo con el tipo de reaccidn).
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5.- Interacciones covalentesreversibles, por ejem: la formacidén

-y

de hemiticacetales (disminuye el caricter nucleofilico).

6.~ Interacciones de transferencia de carga de sistemas de

electrgnes1jpuedenvaltera;vlézréédti&idad_én,cualquier‘di_

B.- Efectgs‘dgl anbiente de la: proteina: sobre:el reactivo: .

la’ reaccidn (in-

crementa la reactividad. por proximidad 'y efectos cinéticos).

2.- Interaccidn electrostdtica con grupos cargados en la vecin-
dad (pueden atraer o repeler al reactivo de acuerdo a su re

lacién de carga).

3.~ Proteccidn parcial estérica por la matriz de la proteina}el
grado de proteqcién_depende del tamaho y forma del reactivo
(conformacién);,f55
"4,- Polaridad del medio ambiente local (el efecto depende del

mecanismo de reaccién),

5.- Otros grupos funcionales en la vecindad (pueden favorecer o

impedir, dependiendo del mecanismo de reaccidn).

6.- Restriccidén conformacional (El grupo funcional puede ser
incapaz de alcenzar la conformacidn necesaria para un mecanis

mo de reaccidn particular). (64).

Para evitar ambigliedades en la terminologia, se han establecido definiciones
operacionales de los terminos empleados en este tipo de estudio.
Sitio activo. Se refiere especificamente a aquellos atomos de las cadenas late

rales de las proteinas, directamente involucrados en el paso catalitico, por

ejemplo: los procesos de rompimiento o formacién de enlaces.
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Esto puede involucrar, y comunmente asi es, mds de un solo &tomo o residuo.

Centro activo. Se refiere a aquellos residuos involucrados en la unién y en-

lace del sustrato, especificidad y catéiiSis,?por consiguiente, esta defini-

cidn incluye el sitio activo.:
‘Los grupos de uni _estén{diréétamentefinvdlucrados en la adhe-

sién no covalente del sustrato.al centro activo de una enzima. El niimero y

naturaleza,déftales §?up§s'puédé;yétiar{ﬁdependiendc del sustrato particular,

y de aqui que, tales definicionespueden.ser algo arbitrarias. Los sitios efec

tores estdn compuestos de gxuﬁdllvgppiégicamente remotos del centro activo,
los cuales pueden interactuar con otros ligandos ademds del sustrato y de

este modo influeciar la unién y actividad, a través de efectos sobre la es-

tructura y conformacidn.

Asi es que, mientras los sitios activos ahora conocidos consisten de un nil

mero multiple.de x fuos; se requieren ademds, residuos adicionales para

la especificidad en‘el enlace del sustrato. Esto incrementa grandemente la
compleja tarea de interpretar:las’consecuencias de la modificacidn quimica
en terminos especificos. No obstantefia'modificaci6n quimica de residuos del

sitio activo, es el enfoque que haganado mas amplia aceptacidn en el presen-

te (65).

Junto con el inCremepto“éﬁ;iéﬁégiicécién de las modificaciones quimicas,
también se han’dado‘éambios en'él,enfoque experimental. En estudios antiguos,
la intencién'era bloquear o alterar todos los grupos funcionales diépoﬁibles
de un tipo particular y entonces observar el efecto de esta modificacidn so-
bre la actividad enzimdtica y propiedades fisicas. En estudios mds recientes,
el objetivo ha sido modificar el minimo nidmero de grupos, de preferencia uno
y determinar el efecto de ésto sobre el equilibrio de unibn, velocidades cata
liticas, alteraciones en la especificidad de sustrato, etc.. La posibilidad

de usar una modificacidén quimica selectiva y limitada como un medio para



reconocer la estructura:terciaria, mapeo topolégico y detectar cambios

conformaciona;é'ghé7SiddvampliamenteyfeCOnobida.~Bastante informacién ha

de 2;ﬁidr63i:$;hi£r§5éﬁzilo (HNB), un reacti&o muy séiecti;q para resi-
duos de triptofano y con 2,3-butanediona y'fénilgliokéif-dés reacti&os
los cuales modifican residuos de arginina. | i

La unién del.atrab#ilésiéo se inhibid répidamente,bSh;ﬁNB, mientras que
la unidn del"aé}fbongkrékico no se vid afeétadéﬂv :ﬁaq atractild~
sido fue‘ﬁambiénvfépidamente inactivada pbriﬁuéanedloha y’fenilglioxal,
mientras que la unidn de ac. bongkrékico fue inacti&ada lentamente por
estos reactivos. En todos los casos la inactivacidn disminuyd los sitios
de afinidad sin modificaciones de los valores de Kd de los sitios rema-
nente; ademds se logro mediante preincubacidn con los ligandos una pro~

teccién especifica de los sitios de unidn de el ac. bongkrékico y el

atractilésido.

La proteccidn contra la inhibicidn por HNB mediante preincubacidn con

atractildsido, estuvo en concordancia, con un decrecimiento de la cantidad

de HNB enlazado. La sal de sulfonio del HNB no interfiere con el enlace
de atractildsido. Como el HNB es un reactivo penetrante en contraste a su

sal de sulfonio, y las reactividades quimicas de los dos compuestos son
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similares, entonces se infiere que los residuos de aminodcidos modifica
dos por HNB estdn localizados en una regidn hidrofdbica de la molécula de
acarreador ADP/ATP.

Se estudio la inactivacidn del enlace del ac. bongkrékico y,délfatfacﬁi-

18sido porfféhilglioxal como una funcidn del enlace espéCifiC6fae:1;4C)

fenilglioxaL‘sensible a atractildsido y acido bonkrékiéofresbééfivamenﬁg

te.

Los datos son compatibles con la hipdtesis de que el acarreador ADP/ATP
es una proteina asimétrica que cruza la ;embrana mitocondriai interna,
siendo esta asimetria reflejada por distintos sitios de unidn preexis-
tentes para atractildsido y ac. bongkrékico aunque también se podrian ex

plicar estos resultados en base a la existencia de un solo sitio de unidn

para ambos ligandos.

Estos resultados ponen de manifiesto que los residuos aminoacidos Trp y
Arg juegan un papel importante en el sitio de unidn del acarreador, en
este punto es importante hacer notar que el grupo guanidino de la Arxg se
encuentra cargado positivamente, lo que facilitaria la unidn de los
adenin nucledtidos e inhibidores de la translocasa los cuales, como se

sabe, tienen cargas negativas.

Ahora bien, analizando la secueﬁéia de aminoaéidos del acarreador ADP/ATP,
nosotros observamos que estan presentés 20 Lis, ademds de 17 Arg, El grupo
amino primario de la Lis también se encuentré cargado positivamente, lo

cual nos hizo pensar que pudiera jugar un papel importante en la unidén de

los sustratos del acarreador de adenin nucledtidos,

La pregunta concreta fue la siguiente, ¢ que papel juegan los grupos amino

en el funcionamiento del acarreador de adenin nucledtidos en la mitocondria?.



Para responder la interrogante se utilizé Un*reééti'oféépqqifibb para gru-
pos amino primarios, la fluorescamina, (4 - fenilspirbj[fo‘ho 2 (3), 1' -
ftalan - 3,3 - diona), este reactivo forma un enlaqe_éoﬁalente con estos

grupos y la fluorescamina que no reacciona se hidrolizq"és t&neamente en

el medio para dar subproductos no fluorescentes;‘

Ademds el caricter lipofilico de esta sustancia facilita su penetracién en

la membrana mitocondrial,




55

MATERIAL Y METODOS

MATERIALES

Sacarosa
EDTA (ac.‘etilén diaminotetraacético)
Tris (hidroxiaminometano)

Na2 CO3

CuSO4

Tertrato de Na~K
Reactivo de folin (&cido foéfoﬁolfranomolibdico, complejo llamado reactivo o
de fenol)
AlbGmina onina
NaCl

NaH2PO4

Succinato

KCl

ADP

ATP

DNP (2,4-dinitrofenol) -
HC1

NaOH

Oligomicina

TCA (ac. tricloroacético)

HZSO4

(NH4)2 Moo4 (molibdato de amopio)
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FeSO4

KH2P04

ic* ave, ¢ ame

ATR (atract’ilévsidq)_‘j' = |

Borato de;K ($33Qé): i. ' L _ A

Filtros milliéore tipo HA de 6}45 um dé diéﬁééic ééiéoro:.

liquido de centelleo (tolueno + p - terféhilo);

Fc¢ (fluorescamina) (4-fenilspiro [furan - 2(3), 1' - ftlan{ - 3,3 - diona),
esta sustancia reacciona con grupos amino primarios para formar complejos
intensamente fluorescentes, proveyendo las bases para un método sensible y
rapido (Fig. 19)

Corazdn de perro.



Fig. 18

REACCION DE LA FLUORESCAMINA CON
GRUPOS AMINO PRIMARIOS
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METODOS

~ Obtencidn de mitocondrias:

Las mitocondrias ‘de corazén de perro, fueron obtenidas usando un Politrén

icuerdo ‘al método de Brierley y Col. (67), en un medio que

cdhféhié#saca:osa-0;25;m51af;fEDTA‘lﬂmmglq y-djustado.a éﬁ 7;3¢c6n>Tris.

- Determinacidn de proteina.
La proteina fue determinada por el método de Lowry y Col. (68) usando

como estandar albumina bovina cristalizada.

-~ Medicidn del control respiratorio de las mitocondrias,
La respiracidn mitocondrial fue medida polarogrdficamente usando un elec-
trodo de oxigeno en un medio que contenia 10 mmolar Pi (fosfato), 10
mmolar succinato y 100 mmolar de KCl, la reaccidn se iniciaba afiadiendo

20 ul de ADP de una solucién de ADP de 20 mg/ml.
\ s . 14 14
- Determinacidén del transporte de [ °C] y [ C] ATP

La velocidad de transporte fue medida siguiendo el recambio de [14C] ADP y
[14C] ATP en mitocondrias a temperatura ambiente en un medio que contenia
0.2molar de sacarosa; sal requladora de borato de potasio 0.0l molar, pH
8. 3, 1 mg de proteina mitocondrial y 20 nmol/ml (20 umolar) de [14C]

ADP & [14C] ATP, cuya actividad especifica fue de 776 cpm/nmol aproximada

mente,

Se incubaba durante un minuto y entonces el transporte era detenido con

20umolar de atractildsido,

Una alicuota de mitocondrias era lavada con 5 ml de KCl 0,5 molar en un
. 4 ‘
filtro millipore de 0.45 um de poro y luego el 1 C se cuantifica en un conta

dor de centelleo.



- ﬁetgr@inééigﬁ dél efecto de la fluorescamina.
La adicién rapida y la agitacidn son esenciales paré obtener resultados
6p£imos. La fluorescamina que no reacciona es hidrolizada en productos
no fluorescentes en cuestidén de milisegundos. Para ver el efecto de la
fluorescamina sobre el transpo:te de‘ADP y ATP, se agregajésta a dife-

rentes concentraciones-disuelta en acetona antes de agregar. los nucled

tidos,al‘medf: a éhtériorméﬁté.'L&S“fiug?éfdté@tiésalﬁéﬁtes son
‘ésﬁablég‘aqééné' | i

- Détermiﬁacién de lé'aéti§idad ATPasica,
La actividad ATPasica mitocondrial fue medida por al determinacidn de
fosfato inorgdnico formado a partir de ATP, el fosfato fue cﬁantificado
por el método de Sumner ( 69).

- Preparacidn de mitoplastos.

Los mitopléstos fueron preparados usando el método de la digitonina re-

pqrtédo por Green Walt (70).

- Lé eiéétroforesis de proteinas, fué realizada en geles de poliacrilamida
al 7.5% y dodecilsulfato de sodio al 0.1% como lo describieron Weber y
Osborn (71).

- Determinacién de la fluorescencia en mitoplastos,

La proteina de mitoplastos (10 mg) fue afiadida a un medio el cual contenia
NaCl 120 nmolar, borato de potasio 2 mmolar, pH 8.3, La fluorescamina fue

afiadida entonces a este medio en una concentracidén 270 umolar,

Después de centrifugar se realizd la electroforesis con alicuotas que con
tenian 150 ug de proteina. De esta manera se obtuvo el patrén de fluores~
cencia,

En otros medios iguales el descrito arriba, se vié el efecto protector



contra la fluorescamina, que tienen los ligandos ADP y ATP, ai como el

inhibidor atractildsido afadidos previamente.
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RESULTADOS

- Efecto de la‘fluofescamina sobre el transporte de adenin-nucledtidos.

a)

b)

c)

d)

 10b ﬁﬁQ Y

1a'fig§j20;ﬁue$£?a que la fluorescamina inhibe el recambio de [C14]ADP,

llegando aproximadamente a 70% de inhibicién a una concentracién de

En el recuadro, en la gridfica de dobles reciprocas se encuentra el valor

~de Ki (71 umlar).

Como se ve en la fig. 21 la fluorescamina también actda como un inhibidor
. 14

del recambio de [C ']ATP.

En este caso a una concentracidn de 100 umolar se alcanza aproximadamente

un 80% de inhibicién._Y al graficar las dobles reciprocas se encuentra una

Ki del mismo orden que la anterior teniendo un valor de 83 umolar.

En la fig. 22 muestra la determinacién en forma conjunta de las constan-
tes de inhibicidn del transporte de adenin nucledtidos, siendo ambas del

mismo orden; 16 umolar para ADP y 31 umolar para ATP.

La grafica de Leneweaver-Burk del efecto de la fluorescamina sobre el

. 14 . -
recambio de [C™ ']ADP, nos muestra que la fluorescamina actiia como un
inhibidor competitivo. En este experimento se afadio 24 umolar de fluores

camina como se indica en la Fig. 23.

- Comportamiento de la fluorescamina en presencia de atractilfsido, un inhi~

bidor especifico del.acarreador de adenin nuclebtidos.

a)

La fig. 24 muestra el efecto de la fluorescamina sobre el recambio de
14 . cqz o
[C” "1ADP en presencia de atractildsido.
En este caso, primero se agreqgo atractildsido de una concentracidn que da
aproximadamente el 50% de inhibicién (5 umolar) y luego se puso la fluo-

rescamina a diferentes concentraciones,
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Como puede observarse el atractildésido tiene un efecto protector contra
la unidn de la fluorescamina. La grdfica de Lineweaver - Burk ( ver el
recuadro) muestra que existe una modificacifn de la Ki de la fluoresca-

mina.

b) Las condi¢ion¢s;d¢1ﬁéxperimentq,fmostradorenbla'fi n'25'sgn¢igﬁ$1gs al

anterior excepto que en este caso’pr la fluorescamina a

sido gjié’cdﬁcentracién
q;i'Se puede observar gque
la fluorescamina tiene un efecfoférotectorchntra la unidn del atractild
sido, ya que los efectos inhibidoreé no se suman, En la gridfica de
Lineweaver-Burk se puede ver que también existe una modificacién de la

Ki de la flourescamina.

- Determinacién del efecto protector contra la unidén de la fluorescamina, de
los ligandos ADP, ATP, asi como del inhibidor Atractilésidb, en mitoplastos.
Se sabe que el acarreador de adenin nuclebtidos tiene un peso molecular apro
ximado de 30,000, basdndonos en ésto se observaron las variaciones que sufre
esta banda en un perfil de fluorescencia dé mitoplastos, en presencia de ADP,

ATP, y ATR.

Como puede observarse en la fig. 26 primero se corrieron dos geles control,
el primero es el perfil de proteinas de mitoplastos tefiido con azul de
Coomasie. En éste, estd indicada la banda que corresponde a un peso molecular

de 30,000.

A continuacién se muestra el efecto que tiene el afjadir los ligandos, previa-

mente a la adicién de fluorescamina,

La adicidén de ADP 200 umolar (las condiciones experimentales son descritas en
Material y Metodos) hace disminuir en una proporcidn considerable varias ban-

das de fluorescencia, incluyendo la correspondiente a 30 000.
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Como puede verse (en la ﬁisma Fig. 26) el ATP a una concentracidn de 200

umolar tiené una uﬁién mis especifica que el ADP pues disminuye la fluo-

rescencia en la banda de PM 30 000, dejando fluorescentes a varias bandas
en el extremo{deQééhéldel pgrfil.

Se sabe que el;atractilésido.se:une con gran especificidad sobre el acarrea

ordancia:con &sto, se ve .como solamente hace disminuir
a banda ‘de PM 30 OOO}:dejéndo*laS'demés con gran seme-
janza-al control’ de fluorescencia.

Los resultados anteriores, parecen indicar que la fluorescamina se une a

grupos amino del acarreador en el centro activo,

Otra manera de probar que el ATP protege al acarreador ADP/ATP contra la
pegada de la fluorescamina se muestra en la tabla III. (Ver mé&todos). El
ATP estid a concentraciones saturantes en todos los casos, ya que la Km del

acarreador para el ATP es de 100-150 umolar,

Es importante sefialar, que se ha calculado que de la fluorescamina afiadida
s8lo penetra el 2%, de aqui que no pueda afectar directamente la actividad

de ATPasa.
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EL ATP (200 umolar) disminuye igualmente la intensidad de la fluorescencia
en varias bandas, incluyendo la correspondiente a la banda de 30,000 aunque

en menor proporcidn que el ADP.

El atractildsido (

200‘umolagpydisminuye la;fluorescencia en una:.forma mis

especifica, §s decir,baja"laﬁfiubreSéenéia en-la bahda'dé¥30K]ﬁlaSgdemés

Basanddnos ‘en esto,

bla 'III. Se midié la actividad ‘de ATPasa .a diferentesc

ATP, obtenidndose un control, después se afiadid en primer L

it

experimento

anterior.



TABLA III PROTECCION: DEL ATP CONTRA LA INACTIVACION DE

LA ACTIVIDAD DE ATPasa POR FLUORESCAMINA

R umolas de Pi. Liberadas/mg
. ATP mmolar CONTROL - Fc*+ ATP ATP + Fc*

22 192 1.8 1.29
16 . 1.34 -L, ff 1.032,’ 1,13
1w ’1}12}§ i#j‘ Qg§7;'t‘T‘ 1.0

'535;7:  5 0.9f7 5fV: 78 o;eg;;

0,75

Cao7s 101

*Fc, Fluorescamina 33-umo
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DISCUSION -
La interaccién de modificadores quimicos en residuos de aminodcidos de los

sitios activos de las proteinas es algunas veces dificil de lograr. La pér

dida de actividad catalitica, consecuente a la modificacién de un residuo .

de aminoadido.paréiéuié?!:éeﬁeralmente indica la pa?ﬁié#ﬁééién

en un proceso caﬁaiiti@é;:ya sea porque este residﬁélééﬁﬁf;gydlygraddgen

la actividad catalitica{directamente O porque sﬁT;iéérééiSn:pﬁéAe afectar

indirectamente residuos esenciales para la actividad. Esta interpretacién
.

vdlida en principio, requiere de cuidadosas consideraciones en cada caso

particular, ya que la modificacidn puede afectar el centro activo, incluyen

do o no el sitio activo y/o los sitios efectores.

En el caso de que la modificacién de un aminodcido sea-a distancia del
sitio activo no solo debe esperarse una alteracién:en. la capacidad. de

unién sino también en su afinidad,

En el trabajo, sobre el mapeo del sitiO'ééﬁi;8 ae l$lffégéiaééééngéélizado
por Block y col. (65) (ver introduccién), el HNB, la 2,3—butaneéibn; y el
fenilglioxal fueron selecciocnados sobre la base de que no’alféran’la}Kd
para el atractildsido o el ac. bongkrékico sobre mitocondriaé?inéééiﬁadas'
parcialmente, Este es un proceso tipico de inécti&aéién'délf"fdaéub héda",
Y es una prueba a favor de que la modificaci6n~dcurreAen el‘siéio activo
(sitio de fijécién). Los resultados obtenidos por Block y col., establecen
que los residuos de arginina tienen un papel importante en el centro activo
del acarreador., Esto estd en concordancia con reportes recientes que han
identificado residuos de arginina en los sitios activos de varias enzimas
que comparten la propiedad de enlazar nuclebtidos en su sitio activo, estas

son: la carbamoilfosfato sintetasa (70); la creatincinasa (71); las ATPasas
de mitocondrias y cloroplastos (72, 73); la tres fosfogliceratocinasa (74); la

hexocinasa (75); vy la miosina (76).
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Ademds la secuenciacidn de la translocasa ADP/ATP indica la existencia de

‘17 argininas.

Tres de ellas estdn incluidas en un solo triplete de cargas positivas en
la posicidn 234-236, otra estd incluida también en un triplete de cargas

positivas junto con histidina y lisina en larposiéiﬁnulo4-106. En cuanto a

los dobletés;dggdargasvpositiVas,ekiStehtés” ddéﬂﬁ

ginina. Es mﬁYjpréﬁéble;Qﬁéiél :ﬁé‘argihiné o lisina

‘

estén en el centro activo: de ', itomando en cuenta los

resultados obtenidos’p§f §i

trabajo.

"El t&mino centro activo ap

ra designar no sé;§;¢1:;£t16k3> hiéﬁ de ADP/ATP sino también aquellas re-
giones del acarieéa;£:iés Cuaié; céntrolan la-catéiisis»del‘t#anSporteL por
ejemplo, los sitios dé unién‘del atractildsido y ad::bongkfékiéé;'Aunque
hasta ahora no hay.bruebas contundentes de que el sitio ae ﬁﬁispvpéra ADP,

ATP, atractildsido y ac. bongkrékico sea el mismo tampoco hay.pruebas de

lo contrario.

Se ha propuesto que el acarreador ADP/ATP tiene un centro de fijacidn con
carga positiva de 3 (59),‘eStaS'cargas;podrian pertenecer a grupos amino
primarios de los residuos aminoicidos arginina o lisina que probablemente

pudieran estar involucrados en el centro activo,

Una manera de averiguar &sto fue usar la fluorescamina que es un reactivo
especifico para grupos amino primarios. Su cardcter hidrofdbico, le facili-
ta la penetracidn a regiones no polares y de esta manera puede llegar a la

proteina acarreadora embebida en la membrana mitocondrial interna.

Es ciertc que al estar trabajando con mitocondrias completas, las fluoresca

mina no sole reaccionard con los grupos amino primarios de la translocasa ADP/ATP,



sino tamﬁién con los de otras proteinas, pero debe tenerse en cuenta que el
porcentaje de proteina acarreadora de adenin nucledtidos en mitocondria de
corazdn es del 9% de la proteina mitocondrial total, lo cual nos asequra
que una buena proporcidn de la fluorescamina afiadida reacciona con los gru
pos amino primarios,del acarreador. Quizad la lnica objecién que podria te-
nerse éon respeCtd»éu;a réactividgd;d¢ ;a,§luore§c§mina es que €s una
moléculé demasiadéfgigﬁdéf;‘ﬁ;éfiéEgéﬁeé;1mpédiméﬁt65éété¥iq§,iSih'embargo

los datos experimentales muestran que § hhibeLel_t:anSpotté"ée adenin

nucledtidos (Figs. 20 y 21)

En cuanto a la inhibicibn del transporte de ADP/ATP es importante observar

que el transporte de ATP es inhibid reniﬁhlporcentaje mayor en comparacidn

al del ADP. Esto podri énﬁlugar de tener un sitio de fija-
cibén de 3+, se tuvie nvolucrando quizd 4 grupos amino primarios,

que como se sabe a’pH fisioldgico se encuentran cargados positivamente. El

modificar una ca 'sitiode fijacién permitiria seguir transportando

ADP, que es un. nidn’con tres .cargas negativas, pero como el ATP es un anién

con cuatro cargas.negativas ya no podria ser transportado, con lo'cual a una

misma concentracién-de fluorescamina su transporte se encuentra mis‘disminui

do.

Sin embargo en contra de esta proposicién‘lavai paia el transporte de ambos
nucledtidos son del mismo orden (Fig, 22) lbictal indica que ambos transpor-
tes se inhiben en igual grado.

4 (]

Los resultados experimentales también indican que la fluorescamina es un in-

hibidor de tipo competi?ivo. (Fig. 23). Aqui es importante sefialar lo siguien
te, como la fluorescamina es un ihibidor que se une covalentemente, si se erla
zara al sitio activo, deberia mantener constante la Km vy disminuir la Vmax del
recambio de ADP (es decir comportindose como un inhibidor no competitivo), sin

embargo se comporta como un inhibidor de tipo competitivo al incrementar la ¥m



>

aparente de la enzima, y provocando que ‘se precisen concentraciones d&
sustrato superiores para que se alcance la Vmax. Esto podria explicarse si

se propone que la fluorescamina no se une en el sitio de fijacién del ADP

sino en un lugar muy cercano a él (Fig. 27) dentro del centro activo.

J uéd5:bbhgﬁné;caigé%hééativj' : 9)fdéda,pd: el grupo

e veria posiblemente atrafdo por.las cargas:po itivas del sitio-

Por otra partéﬁunaqprﬁéﬁé;éh favor de que la flﬁoréééamina se estf uniendo
en el sitio de unidn de nucledtidos de la tran;locasa, fue ver su comporta-
miento frente al inhibidor especifico atractildsido, durante la inhibicidn
del recambio de ADP. Se ha propuesto que el sitio de unidn del atractildsi~
do estd en el cent;o activo del acarreador, el hecho de que el atracildsido
proteja contra la unién de ia fluorescamina (Fig. 24) y, a la vez que la
fluorescamina proteja contra la unién del atractildsido (Fig, 25) se puede
tomar como una pfueba de que se estén uniendo en el mismo sitio o, en sitios
nuy cercanos, Esto queda muy claro al obserQar gue si a una concentraciéndei
50% de inhibicidn del atractildsido se le agrega una concentracidén del 50%

de inhibicién del fluorescamina, no se obtiene un 100% de inhibiecidn.

Por otro lado las variaciones de la banda en el perfil de fluorescencia debi
do a la proteccién por ligandos de la translocasa también proporciona infor~

macidén sobre el sitio de unién de la fluorescamina (Fig, 26),

La razdén por la que el ADP hace disminuir varias bandas de fluorescencia en
el perfil electroforé@tico de mitoplastos es porque su unién en la membrana
mitocondrial'interna es muy inespecifica a una concentracién de 200 umolar,
Pero aqui lo importante es que es muy notable la disminucidn de la fluores-

cencia en la banda de PM 30,000,
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CONCLUSION

La conclusién que surge del andlisis de este trabajo es que.loslg:upos'amino
primafids‘del acarreador de adenin nucledtidos juegan un papel importante en

S

el‘transporte de ADP/ATP en la mitocondria.

Aunque los resultados presentados no son prueba definitiva ae un la'modiﬁi
cacidn causada por la fluorescamina ocurre en el sitio activéi‘éitiq de fij§
cidn), si son prueba en favor de esta alternativa. Loé grﬁ§6§ aﬁiﬁ§t§¥iﬁa4
rios pudieran ser de los residuos aminodcidos arginina o lisina, o de ambos,
estando localizados en el centro acti§o del acarréador, ya sea en el sitio
activo (sitio de fijacidn) o en un lugar muy cercano a &l, peroc dentro del

mismo centro activo. Ademis estos grupos amino también juegan un papel impor

tante en la fijacidn del atractildsido, lo cual coincide con la observacidn
de Block y col. (66) quienes plantean que el ADP,ATP y el atractilésidd‘cog

parten el mismo centro activo.
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