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INTRODUCCION. 

Una célula viva es en sí misma .. una ·organización inestable. e improbable, man
. , . ~· ... · ", :.;· 

' ' ,. ··.,,,. '.':.·.:·:::'.·.·. •' :-.··.. < '« '. 
tiene el maravilloso y especifico: ordenamiento de. su. frágil estructura· sola-

mente gracias a la, utfai·~~b"i~h.:~2~1~~hte>de energfa. C\lando se corta el sumi 
:· .·· 

nistro de energía, ia~~tructuracompleja de la célula: tiende a degradarse a 

un estado de desorganización fortuita. Además del trabajo químico necesario 

para preservar.laintegridad de su organización, los distintos tipos de cél~ 
.• 
(; 

las utilizan la energía para realizar diferentes.Clases de trabajo; mecáni-

cos, eléctricos, químicos y osmóticos que constituyen los procesos vivos de 

los organismos. 

Los organismos vivos han desarrollado tres sistemas diferentes para generar 

energía en forma de ATP: Las diversas enzimas que catalizan el proceso de 

la glicólisis y las partículas intracelulares conocidas como cloroplastos y 

mitocondrias, .(1) 

En el decenio d~.'ia~·:.cua:~~nta se empezó a utilizar con éxito una técnica que 
·"' ', 

se conoce·coin6;c~~tri~ü~aé:i6ndiferencial, para aislar distintas estructuras 

'.· ::.. ; . ·. .~ <:, .. 

que forman una celula, · 

HÓgeboom y colaboradores fueron los primeros en obtener una fracción celular 

altamente enriquecida en organelos intracelulares y que además preservaban 

su integridad funcional y estructural. (2) 

Trabajando con esta preparación mitocondrial Eugene Kennedy y Albert 

Lehninger demostraron en un trabajo clásico que en esta fracción o sea en las 

mitocondrias, existen los componentes de la cadena respiratoria, las enzimas 

del ciclo del ácido cítrico y las de la oxidación de los ácidos grasos. (3) 

El trabajo de Kennedy y Lehinger fue de in~ortancia no sólo porque demostró 
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que determinada;:¡. fUnCiones··de· la ·célula se ·llevan a· cabo en sitió's .específi-.. _, 

cos, sino porque además sirvió de base para el estudio de la transducción 

energética en membranas. En los años posteriores a la observación de Kennedy 

y Lehninger, se empieza a~esentrañar la manera en que el consumo de oxígeno 

en las mitocondrias se acompaña de la síntesis de ATP: en la actualidad este 

proceso se conoce como fosforilación oxidativa. 

LAS MITOCONDRIAS. 
. . ,_ ·:" . . . . . ,,. 

Las mitocondrias, son orgánulos. en¿on#~d~.~.· en todas: las. céhi1as animales y 
::r;: ·' ' ' ,, . ' 

vegetales, . son generalmente cuerpos de·. f o'i'nia cilíridriéa que· parecen ser del 
·' .·;'·-! 

orden de 0.5 por 3um. 

'·· . ., : .. : :'. ·. ···:, 
En la c.élula viva, la mitocondria individual parece. alterna~ su forma de fi 

lamento a circular, curva cerrada o esfera. En algun~s teÚ~os, las mitocon-

drias parecen estar alineadas de manera que se facilita la liberación de ATP 

a los $istemas·.que;utilizan la energía, por ejemplo, alineadas con las fi-
' )_':. ~· 

bras coritrádt'.Í.l~~de Üs'é::élulas del músculo. 
:·- .: ... 

. :,,: 

.. -):·::x_-.«\· .. ,:~--:·:<·\~ .. :··~~.ú;·.;y¡:'.·.<·~-->~ .. _ .. ,/:.,:._~·:-·.-:-::·;.·: .. :.-"" ·.. . ~ 
El numero de·~·mit:oéóndrias\'5.rana segun el tamaño y los requerimientos energ§_ 

ticos dé ·{~ ~~? K1_':.', \~_,,Y\~~~.·-~~10;. 250 por célula , .. e~penll1Í tic a, de 500 a 2 000 
... _; ,:-.. -.. ·,7 ·"·.-.. 

por célula hepátié::ai y SOÓ;OOO en la arniba gigante }'Chaos: Chaos", ,En cual-

quier caso las mitocondrias constituyen los ptlhcipalescomponentes de las 

células animales y vegetales comprometidos en el metabolismo oxidativo: las 

proteínas mitocondriales de las células del hígado representan aproximada-

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

A partir de los estudios de microscopía electrónica de Geor9e Palade y 

Fritjof sjostrand, se encontró que las mitocondrias poseen dos sistemas mem 

branosos, una membrnna externa y una membrana interna, (5) 
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La membr~na interna está doblada (estos dobleces son comunmente llamados 

"crestas") así que el área superficial de la membrana interna está aumenta 

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

La estructura yfunci()nami~nto de las membranas mitocondriales se ha estu-
·,;, .,.. .· .:., ,_ .:.·:,.'.: 

diado a.la/luz•de los: conceptos actuales que:lascons.ideran como conjuntos .. ' . . \ " .. · ... ~\·~:~ . .---· . . . ·,: .:~·) ''.' . ':'·\.' ,'<.>:· ·.;.- <"."~::;"·;··_:.';.'··:,.·· , '" . 

orgahiZados. bonsÚtbidok. p~inc.ip~lmehte'par·proteí~as. y lípidos. 
' . , . . ' . - .. _ _: ~. -- { . ' ; : ; · ~· ;._.:,~; - ,., . ' -1:: -. , -. . " " 

ARQUITECTU~'·~DE MEMBRANAS BIOLOGICAS 

Las membranas biológicas tienen un número de funciones muy importantes en un 

organismo viviente. Ellas actúan como barreras estructurales que mantienen 

la integridad de un organismo (7). En las estructuras de las membranas comun 

mente se encuentran lípidos anfipáticos, que son compuestos con regiones po-

lares y no polares •. Tales estrúcturas son ideales para la formación de inteE, 
.. -;·· 

fases entre un disolven~e,polar {una región hidrofóbica. Los lípidos que 

comunmente constí_tuyén' ·1ak·Ihe#raha5: son. f6sfblípic:1os'·, esfingolípidos, glico 
. ;:·. ·::, .· : 

y esteroles·'é~ c~lu1~§i-~u.óaÚótlc~s: y fosfolÍpidos y glicolípidos en 
. ' . ',. ~\-,_,' ·'·-~· . -;;:(·; 

;', _. 

lÍpidos 

procarióticas.;, (B)>': · ··,·.· ';. 
• '\ :' • 1 • - - ·- '·:.<}·' :_, ·,~¡·.,·'> 

;_ ·;;· .. .:;,.\:.\,';:. 
células 

. ·¡.'-·' 

En cuan~:;•)t~~',~~~;$~~~~~j~Í~h~~ie,:;';~:~tenid0 . var!a, º?n el tipo ae mem-

brana· ccn1stitu.yendo~l"del:::so~r,'an.90%·;1deLpeso · · La• ~xcepCión· .~onócida es la mie 

lina J~~,~~,'.~~1~~j~~&l~~~~~1ii1f~fi';+: . · · · 
Se ha\ sugerido .que las,protfj;¡,rí,¡:i~:,,:,~~P.9.J.-é:19é!S',coh membranas· pueden ser clasifi-

. . . . ' '·;.'. {i,~·?"~:>~··;~;~.;~f~/(~~~;:,·:(,:':',' -.. 
cadas en dos amplias categorías denoinlnadasperiféricas e integrales. El cri 

terio experimental para esta clasificación esta dado en la tabla I. 

En concreto, las proteínas periféricas son aquellas que parecen estar salame_!! 

te unidas en forma débil a sus respectivas membranas y no parecen interactuar 

con los lÍp.idos en la membrana, mientras que las proteínas integrales están 

ordinariamente más fuertemente unidas a la membrana y exl1iben funcionalmente 
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TABLA I 

P r o p i e d a d 

Proteína 
Periférica 

Proteína 
Integral 

·- ·- ·. 

============================================================================= 

Requerimentos para disociarla Tratamientos ligeros Se requieren agentes 

de la membrana. son suficientes: fuer que rompan enlaces 

za iónica alta, agen- hidrofóbicos: deter 

tes .quelantes de gentes, disolventes 
; :~ .. 

·iones metálicos. .. _.,. '" . 
orgánicos, agentes 

': ... •'::_.'.·:-.. 

. ,' . •(; 
caotrópicos • 

. . 

Asociaci6n con lípidos cuando Comurinlen~e libre de Cornunmente asociada 

se solubiliza. ·· líPi~~s;~,~~~o. estil 

Solubilidad después de diso- sdlubieymolecular-

ciarla de la membrana. .mente dispersa en 

soluciones regulado-

ras acuosas neutras. 

con lípidos cuando 

está·s611.lbllizada. 

Usualménte insoluble 

o agregada en solucio 

nes reguládoras acuosas 

neutras •. 



important~s ihteraccio~e:s ton lbsl iípidos cie la misma · (9) · (Fig. 2) 

En 1972, G~L~ Nicolsori y S.J •. Singer .. póstularon el modelo de estructura de 
' ' ' 

membranall\as:satisfactorio de la aétualidad, el modelo del "mosaico fluido" 

(Fig •. JJ. 

Este modelo ~fÍrrna que los fosfolípidos'de .las membranas.se hallan ordenados 

en bicapas fonnando .una matriz fluida donde se encuentran las proteínas mem-

branales. En esta bicapa, las moléculas lipídicas individuales pueden mover-

se lateralmente, dotando a la bicapa· de fluidez, flexibilidad y además de 

una .resistencia eléctrica característicamente elevada y de relativa imperme~ 

bilidad. respecto ·a la~ 'nio1~bti1a.:s: muy.x'¡:iolares ••. ( 10) 
,- .. ·~· .. _·.-.. :.·_·_-;';:":.' .~;: .. 1:'.':".:'.;:.,' ··<·.::.·;\·.:_:· .... ·1,; 

La rotapi~tJJ~t\'~~';t~f~~$~~~~';\l~~4~#~~~~~~~,,~,:ípi.dos de un lado a otro de las 
membranas és;:un~'\procespj~uy ... len:to, que ·contrasta con su movimiento paralelo 

' ···:~·~ .. ·····:_:·~;:,·',;·t.~~~-:·"··-·.:.:_':·.~_._..,. .... ·., .. ·. , .. - .. 
··«;':·.'-.•,,-

al pla:no de>ra:.biciaP.a;··úk. transicii5ri de un~ molécula desde una superficie de 
' ' ) 

la me~rana .hasta l,a otra· se denomina difusión transversa o "flip - flop", 
./" 

mientras que li:tdifusión en el plano de una membrana se llama "difusión late-

ral" • (11)// 

El modelo de.mosaico fluido postula que las proteínas de la membrana son gl~ 

bulareS/ para interpretar: su. elevado: contenido . en et -hélice. Algunas de las 
. ;. ' - . . ' . ; ·' - ··~ ·-''." ~.i-· ,• ,. ; ... 

. ' >·: <.<:;:~.', .... ·: :.; . ,? .. ~~:.:~;), :·.:;,, .:. .'· 
proteínas se hallan parciaimente;·empbtradas o incluidas en la membrana y pen~ 

. .::.·_.:··" 

tran en la fase lípidica por un lado. (periféricas) mientras otras se hallan 

totalmente sepultadas en ella (integrales). 

La extensión que una proteína globular penetra en el interior de la fase li-

pídica está determinada por la secuencia de aminoácidos de la proteína y la 

localización sobre su superficie de los grupos R no polares de los aminoáci-

dos. De esta manera, las diversas proteínas de la membrana forman una estruc 

tura de tipo mosaico en la bicapa fosfolipídica. Se cree que la viscosidad 

relativa de la bicapa lipídica es de 100 a 1000 veces superior a la del agua. 

6 
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El modelo del mosaico fluido interpreta satisfactoriamente muchas caracter'ís-

ticas y propiedades de las membranas biológicas. Es aplicable a membranas con··· 

contenidos de proteína muy diferentes por unidad de superficiernembrariosa; e~ 

plica la variación de espesor de diferentes tiposde membranas y pennite inte,;: 
•' .·. -., . -

pretar la asimetría de las membranas naturales t ya que permite _que las proteí-

nas de diferentés·Úp~s:pue,clá~ ordenarse en las dos superficies de la bicapa 

lipídica~ · 

El modelo interpreta támbién las propiedades eléctricas y de permeabilidad de 

las membranas, así corno la observación 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 mernbran~sson asimétricas, con diferentes tipos y/o núme 
'· ~ .. 

ro de proteínas~specíficas sobre cada superfici~. En particular, la membrana 
. . . 

plasmátic~·de l~s células eucarióticas posee·~ .nle~udo'Un~cubierta exterior 

constituida por cadenas laterales de oligosacíi~¡~Ós d_e l.as. glucoproteínas de 
·:·',' ·· .. ·.··.;: 

la membrana, y por los grupos de cabeza oligos~cá~:i.dos de .. los glucolípidos de 

la propia membrana. (10) 

SISTEMAS DE TRANSPORTE 

Los solutos pueden atraves~r las membranas, ya sea mediante procesos que re-

quier.enla presencia de una p:i:'ot'eíña específica de unión en la membrana (medi~ - ·:.· . .· - -- .. " . 

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

En este segundo caso, el transporte de un soluto constituye un proceso de sim 

ple difusión física a favor de un gradiente. La molécula que difunde,ni es m~ 

dificadu qu.ímicamentc, ni se asocia con otras especies moleculares en su paso 

a través de la membrana. 



Los procesos do transporte mediados o facilitados se caracterizan por: 

1.- Presentar un cinética de saturación y 

2. - Presentar una espec.i.Ü6idad ;por~ el sustrato. 
:, '. ... <' ~'"" ,:/:~/~+ .. , -... ~ · .. -

El transporte ~ediado pu~de realiza~.s~~f~Xcias .a:• ¡.a•',.~#esencia· de próteínas 
···.· · ·. ': • ..... : 7 ': y~:fr~·'/:;fü;•,; .f::~\:; /,)(:<>A ··•< /¡.t+\ ... j __ • . . 

capaces· de· unir :sui:~fratos especifid.os'(e1:f):f:orma:;reversibl'e; :estas·.·moleculas 
· .. -:,· .-._ ·~. _, .,-,}~.:_:);:~~>I~~~/;r:.:·,.',;· .. : _:,.. :::·.~-~:: ~:r;·~;t·::·::t/g/.~:._:, .. ;_:, :--:;~·:r.¿.\_--,·,~;·\:'.~;::~--. 

::.n::::::::::.~:0::::0:::6:1:::::1:::~r:~·· ~~rmf~ i 'sist~~,~~ transporte, 
El transporte facilitado pasivo es aquel mecanismo.en .el que un compuesto se 

mueve a través de la membrana cuando se encuentraunidoa·un sistema especí

fico, para el que presenta cinética de saturación, p~ro que no necesita la 

energía cedida por ATP o un compuesto equivalente.y:es a favor de un gradien-

te. 

Transporte activo es el término que define aquell~sprocesos en.los que una 
1'. ' ·, . ,:· .. , .... ·:,-1'· 

molécula se mueve a través de la membrana de form~.:i.~~ep~ndiente a la direc-.· - '.'- .'' 

ción de su gradiente de concentración. La eme:rgía necesaria puede ser cedida 

de dos formas: 

1) El transporte de un metabolito dado se acopla al movimiento 

simúltaneo de una segunda molécula, la cual se mueve siempre 

· en sentido favorable a su gradiente ,de· concentración, en 
··._;· "·i:>:;···.:·. 

cuyo transporte se libera una . gr~ri·:/d¿~~id~·d· de energía. La 
. .. . ·.: .;:.:~·~ ·.<.": . 

segunda molécula puede dirigfrse en: el mismosentido que la 

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

2) La energía es aportada por una hidrólisis simultánea de ATP 

(actividad ATP5sica) o de algún otro compuesto de alta ener 

gía situado sobre la supcrfi7ie de la proteína que actuá 

como portadora. 

9 
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Por otra parte, los procesos de transporte a través de membrana~, que provocan 

la transposición de un determinado grupo químico, en vez de proporcionar una 

molécula o ión inalteradqs, ',se denominan de transposición de g:i::upos;< (4) 
'··-·.· 

se ha sugerido que el• paso,~,a tra,v,é~:;de la' fase,·hfarofóbicá de: la membrana de 

un grupo polar es u~·:~~~~:~:¿.~,t~i~~t~:;,:,de~1~2orl~~¡do (10). ~a energía libre 

de actÍ.vación requerid~ :~s ''.~~fl/~i~ricle;~~e la velocidad de este proceso sería 

muy lenta. Los argumentos termodinámicos son aquellos que conducen a la suge-

rencia original de que las moléculas de las proteínas integrales de la membra 

na son generalmente anfipáticas. (12) 

Estas consideraciones apoyan los mecanismos involucrados en la difusión faci~ 

litada o transporte activo de pequeñas moléculas hidrofílicas a través de me~ 

branas. Es virtualmente cierto que estos procesos son mediados por un grupo 

de proteínas asociadas con la membrana, cada una con sitio característico de 

unión específico para una pequeña molécula. El problema es saber como es trans 

locada esta pequeña molécula; es decir, lCÓmo pasa de un lado de la membrana 

al otro? 

Los muchos mecanismos específicos propuestos caen en dos amplias categorías: 

1
, 
~-

i ,· .~, ¡; 

.!,1 

'(o sitio activo) consigm{.pasar de un lado a otro de la membra 

na mediante rotación de la proteína transportadora entera a 

través de la membrana, y 

2.- Mecanismo de poro fijo, en los cuales un cambio conformacional 

dentro del poro de la proteína transloca el sitio de unión a 

través de la membrana (Fig, 4) 

Los datos experimentales y argumentos termodinámicos discutidos acerca de 

ésto, podrían estar en contra del mecanismo de acarreador ya que requiere 
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.·,.•_ 

rotaciones trans~e1nJ?i;oélnales d~ ·una px.:oteiná integral. (9) 
' . .. ' 

Ha sido demostrado que·los acarreadores móviles no pueden funcionar en una 

membrana fosfolipídica la cual ha sido congelada por debajo de su tempera-

tura de transición. Este fenómeno ha permitido diseñar experimentos para 

saber si un sistema de transporte funcionn como un acarreador móvil o como 

poro fijo. (4o,41) 

MEMBRANAS DE LA MI'rDCONDRIA 

LA MEMBRANA EXTERNA, 
'. ' •• • • < •• 

El paso esencial eri la separación >de las. me!llbranas, llli tcicond:dales externa e 

intern.a es l~ de~t;i~cióri·selec'tiva'cie· 1aYm:mb~afla•:'~;cü!'na' por tratamiento 
. ,..:·:_>·.:.~ .. , ·.·, :·:~<t.:,~::'"'.:~::._.:;.:~::;:·~¡·;<:"::· ... '.:':~<·._·:\·::?>Y·:_· ... :·:_::.·.:· ,···.' , ... '..::~ .. -;. .·. ·. 

físicp·;-.<;¡u_ímJeo -.~;;:~~~if~~~~·~~\.Éktas' y. o'tra~ técnicas. complementarias han peE_ 
"'.·;:·- .· .. e··· - . ··/:": ""'\:". ·. 

mi tidó/i~·•¡):8cal'.íz'~cii.on;.:.-d~ muchas de las enzimas· mi tocondriales (tabla II) • 
··' - - ' ., . , .. -· - .. . ·, .. (,...... ". -

Relativ~~·ertte pocas de estas en~imas han sido localizadas en la membrana ex-

i 

terna. 

Esta esc~-~.~~,\~e ·énz~mas ha hecho que la .membrana· mitocondrial externa sea un 

objetf~i;·~~~o~intéresante para· su estudio; estaestiucturacontiene solamen 
.:~)-;.';;' . . . . . .· . ' "' '. -

te un .J;i'~~Úeño' porcentaje de la masa mi tocondrial. De 80 a 95% de la proteína 

total>enlazada a la membrana mitocondrial y por encima de 90% de los lípidos 

mitocondriales están asociaClos con la membrana interna, Con las pequeñas ca!!_ 

tidades que tienen la membrana externa, aún pequeñas cantidades. de contamina 

ción a partir de la membrana interna o por otras partíóulas pu13~e~ conducir 

a serios artefactos, 

12 

Finalmente debido a su alta permeabilidad poco común, no es posible el uso de 

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

membranas, en estudios de la topología trunsversa de la membrana externa. 

Está gcnerillmente establecido que esta membrana es libremente permeable a 

mol6culas cnn peso molecular hosta de 5000, Esta permeabilidad no parece re-

flejar la composición de lü mcrnbr.arw yu que ésta, contiene tunto corno dos 



TABLA II. LOCALIZACION DE ALGUNAS ENZIMAS EN MITOCONDRIA. 

ESPACIO MEMBRANA 
MEMBRANA EXTERNA . INTERMEMBRANAL INTERNA MATRIZ =========================================================================================================== 

Citrocromo b5 

Citocromo b
5
reductasa 

Monoamino oxidasa 

Quinurenina hidroxilasa 

Derivado acil graso CoA 
sintetasa. 

Sistema de alargamiento 
de ácido grasos 

Glicerofosf ato acil trans~ 
ferasa. 

Colina fosfotransferasa 

Fosfolipasa A 

Nucleósido difosfocinasa 

Adenilato Cinasa 

Nucleósido dif osf oquinasa 

Sulfito oxidasa 

Citocromos 
b,c1 ,c,a,a3 

NADH deshidrogenasa 

Ubiquinona 

Flavoproteína 
transportadora de 
electrones 

ATPasa 

B~Hidroxibutirato 

deshidrogenasa 

Carni tina-,.palmi til 
transferasa 

Sistema de alarga
miento de ácidos 
grasos, 

Piruvato deshidro
genasa. 

Citrato sintasa 

Aconitasa 

Isocitrato deshi
drogenasa. 

Fumaras a 

a-cetoglutarato 
deshidrogenasa 

Malato deshidrogenasa 

Sistema de oxidación 
de los ácidos grasos 

Fosfopiruvato carboxi
lasa, 

Glutamato deshidroge
nasa. 

1-' 
w 



MEMBRANA 
. . . . INTERNA MATRIZ ===================================e============================================================================= 

ADP-ATP translocasa 

Pi. -OH-translocasa 

Aspartato-glutamato 
aminotransferasa. 

Dicarboxilato translo Ornitina 
casa. transcarbamoilasa. 

Trfcarboxilato trans 
lo.casa. 

a.;.cetoglutarato 
·translocasa 

Piruvato translocasa 

Glutamato-aspartato 
translocasa 
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veces más fosfolÍp.idos, sobre bu.ses de proteína, que la membrana interna y 

también contiene una cantidad significativa de colesterol, el cual se sabe 

baja la pe1~1eabilidad de membranas artificiales a sustancias insolubles en 

lípidos. 

En contra de ésto, se ha argumentado que la alta permeabilidad de. la mem-

brana externa. es /Un< artef ácto 1 .· .. debido/quizás> a.' lafde'sfruCcf6n:\3_e;:5u.: ~strUC 

:::º::¡;;~jl}!~;1~11~1t¡~i!ll~!}~~f ~~11111t~l~~~r{~f~~t:: 
des, ést9 ·.debe§~Eifle:far.j1ria 'fopológía··:rnuy: notélbie';< .. (ll)y,' ' 

'' _.. '.~:~:- '..'-:r'"J ... :.i .. :- .· (.". .' .' 

. • ......... 
LA MEMBRANA INTERNA 

La membrana mitocondrial interna es la membrana intracelu.lar cuya topología 

enzimática ha sido más 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·ántes que su asocia .. 

ción con la meitlbrana mi tocondrial ·, fote~na >~uera ;demostrada. 
. . ; . .<··.:.·~: .. :'~/:: ·>-.::'.· ,.·, ... ·' :.... . >.:,;/·::~- .... >;, ·: 

-.~¡_.·. . . , : '-r···- "!:··· .. , ·~ .. ;._;\. :,~:, . .' 

Ad~ás pr~t¿~~;§,¡~:~i~¡\tJi~~; 0i{~~:f ;~f :ft§~d~ ~ri~rgfo tales como la sín 
tesi's · de'.AT:P t\transhi\'.l:i::ogenaci:ori.;"de., nucleoti.do' nicOtlnamida unida a energía 

•; ., . :;~~-.;;'· •;" .'.:.,;·\: .. ~ ... ~;:;?.,\(·.··.<:·.¡'._ 

y varias tranÚd6acforiés0:ae ;ibn:es ·facilitadas por acarreadores son también 
.:·,··: ,·,::,. ' . (:_.'.' 

··:·,".'··\ 

catalizadospprproteíria~'localizadas en esta membrana, 

' .: ' ·,. . ' . .: '::~ ; '.·.. ." ,· . 

La membrana mitocondrfal interna es.relativamente rica en proteínas, como lo 
·.;.·: 

son las mernbrarias transd~!:itoras ,de.energía en general, Esta consiste de apr9_ . . . . .. ·:,-~.' .. , .. . 

ximadamente 7 5% de p~,0-t~Ín~':y 25% de lípidos, De 60 a 70% de la proteína es 
. . . .. .. "· . . - -· . ., ·· .. · > ·:.' ~·- .'! ;'}"!:·.,': . ' . 

"intrínseca" o 0 infegra111 ,l.o cual explica la antigua observación de que la 

extracción de la mayoría de los fosfolípidos de la membrana no altera la ap~ 

riencia trilaminar de esta membrana en microfotografías electrónicas, J,os 



.':I 

!ípidos deestamernbrana·son'cerca de 90% de fosfolíp:idos, las principales 

especies son, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, y cardiolipina en 

relaciones rnolaresd~,aproxirnadarnente 4: 3: 2. 

La cardiolipinaeffta presente principalmente si no exclusivamente, en la mem 
'-. 

brana fo terna •• 

Caraéterísti~b de: la membrana mi tocondrial interna es una p,enneabilidad muy 
., . ' . 

bajél,.~ún a relativamente pequeñas moléculas. 
'. ' ·.. ' .. 
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No ele~trólitos insolubles en lÍpidos con un peso molecular cerca de 100 - 150 
.:~.·-· - ~:.j.·.· 

son vit't:&almente; i~bapa~~s)~9·: eruzar esta membrana por difusión pasiva; en el 
•:,·!' .. : '.( _., r. '• : ; '·j '' '·1'~ •• 'lA ~, • 

)_.::" < ~ .. (. -,.··' -.. )·_·:.~.\\~:¡;, :.::_ ·;; :, . :.- ·:::<::~ ... ~:,.:<:>:< ·.: ·:: ......... : -'.( · .. 
caso de' mol:~cuias'/con:car~fa;.,auriO'.iones tan simples corno H + I K + + Na y Cl no 

pueden f áci1~~~~~~~~~u~~1f ~f~~~~y;s .de la fil•rana in tema. 
Partícúla~·subrnitoc6!1ari'ales;~bt~~idas de la membrana interna por desintegra

. ;:' :: . -,:/:~\~~ ~~ ';·.~,:: ·, J~c:::f";_:;.. ~·;; )•;,:· :;, 

ción con ül~f'it~.6~i~ó üerien una orientación opuesta a la de las mitocondrias 
.-!_ - •. ·•. 

int~c1:a~'/.:1a superficie externa de muchas de esta's parti7úias ,corresponde a 

la superficie interna de la mitocondria intacta ·ó~·.i.g}'s). Ésto es una afortu-
.. . ,. '·'·.··::-:, 

• • ... -~~' '; ,-:·. ;" • •• 1 ·, •• 

nada ci:Í:'cunstancia para aquellos interesados eifr:'el ,éstudio de la topología de 

la membrana mi tocondrial interna; la superficii,:~·~i~fria: :de esta/membrana pue-

de ser in~esti~ada u~ando mi tocon~ria~ i~~~~~~~~lí~tl;!:i~;;~~(~e~eabilidad 
de la membrana externa. (in vitro) , · mientras¡,la;';sup~rffHEi·:.:inf'erria·'está accesi-

. . ., ···::·/\:··, ":· :'.~_;,:,;:;;.~ .. /~->-.t: ::'·· ·;.~1:' .·; ._,.... - . 

ble en partículas submi tocondriales. ( lf) W .\\, ·\'::"·', : :. , 
''·/~ >~,:. . " . 

', ;;{'. ~,\_-:: ';, !~":_- ' 

El papel de la estructura de la membraria?en·ei ,funcionamiento de sistemas mul 
- ,.j.· - . :::('I{:'.\~.:.·>~" ; ..... 

-": ··.<:·-;·~ :\"'-~"1:,·. 

tienzimáticos de1 transporte de. e1~c::.k?:~~~~·tY iosforilación ox1aativa ha siao 

objeto de muchas investigacione~: ~}~B,f~'.~1~~~¡s por muchos años. (11) : 

• ,··· :, ~t:?:!·\~~i:'!,'.j~ti,u~:;. ,. ,' .· 
En 1961 Peter Mitch~ll (pr~mio,; ~obelC1978) enuncia la Hipótesis Quimiosmótica 

de la fosforilación oxidativa, que introduce en la biología dos conceptos 



Fig. 5 

, 
,,.t•'. 

PAR TI CU LA SU8HITOCQNDRIAl 
FOliM1HJA roa f'RAúMf:NTOS 

UE MEMBRANA INTERNA 
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propios de la físicá: 1) La veC'toilaiidad de las reacci6nes químicas, hecho 

que exige una topografía definida de las proteínas fijas en la membrana y, 

2) La acumulación de energía.bajo la forma de un gradiente de potencial ele_s 

troquímico. La hipótesis quimiosmótica ha permitido interpretar y predecir 

un gran cúmulo de la información experimental obtenida, durante los últimos 

veinte años, en los sistemas capaces de conservar energía.'. (l3) 

La termin9logía empleada por Mitchell en su hipótesis parte del concepto de .·,' .. '.. ' 

metabol.l~mo'vect'orial; .esta terminología; evita la arnbigUedad inherente en 

ios con6:~J~~.··de:~f rjr:.;~~e~:i•~~i¿o" .y•.:·~~~~~;~i~,)~º~~~i~i:!Zrª"·• 
l)' Transfocaciones primarias: son aquella'Ef:\í:?ili~J:cis ·· cuales la trans 

. . .. ··:··~··.-; :· -, '· -::_:~:};:\T~1;~}/~.:.{{/~;:~-,~>.:. , : 
locación ( translocación: se refiere ~ri)i~:~hfldo ·'general a cual 

.·.: .• .. ··.·_·tI.',;':rn·::t . ·.· .. -
quier movimiento de un lado: de la membrana' a otro) esta direc 

. .. . ''·'; .. ,. 

tamente unida a una reacción bioquí~lca;·y puede ser de dos 

clases. 

a) Translocación de grupos: definida .arriba, sucede a nivel 

de sustrato. 

b) Translocación de soluto unida a.una:enzima: es un proceso 

en, el cual· el su.strato en.sí ~isko no participa en la madi:_ 

. ficaci6n Q.e enlaces covalent~s, 'pero es translocado como 
"·!:. 

resultado de' 1la rea~Ófó~.\:E~:te corresponde a la definición 
' ,:.\~,. ·,· (''..!: 1' :,, .• 

de Kedem .de tr~tjs~p~t.~·;·a'b-ttvp y es ejemplicado en el tran~ 
+ + ,,'>2+'<' 

porte de Na', K ·· y ca · · por ATPasas en células de mamíferos. 

2) Translocaciones secundarias: No están por definición directa-

mente unidas a una reacc.ión química o metabólica, pero lo pu~ 

den estar en una forma indirecta. 

18 
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a) La más simple es uniport: es la translocación de un solo sus 

trato por el centro del acarreador, la cual corresponde a 

"difusión facilitada". El uniport da como resultado el equi-

librio del) sustrato a través de la membrana, de acuerdo con 

si.t potenciál":electroquírnico. (Fig. 6). ·· 
"" ••• • ., J .. _ 

.·.,·:. 

b) Las reacciOlles ºSimport 11 (o de cotransporte) :s8n, aquellas en 

las cuales . dos solutos se· eqúil,ibr~n a tra;es•~é:·¿ná barrera 
. . - ,, -..... ;·. ' .,_. ,.·--·¡.' . 

osmóti~a·.·.de 'tal•.mal1era:'que la ·trarislo~~ci~h ák'un··soluto es 
. . :. :-··' ' ..... ' .· - :· . ·. . . ·. . . . ' . . . . . '\•' ' . '"~ ,-; ';: " . ' 

': :'~. . 
. '-.: . . ' ,.,:;.:·,::~:·.,: .. ~/-',<•. :·_~,·;._.·,,_: :~·;;.·,. -' .. ; .... :·:.:"·':><;._:·.;:·_,·~\\\'>::,·· .. >.::. , ~ 
acoplada<~ :.<l:a; transI.gc(icJ.on .,,de .·:otro,;j;E~il:'l'a íl1isma direccion. 

·:\. ' • •• - -~ •• • .. ·, ;'.. ·':': • •• ' • ,':. • •• _: _· --~ > •• i. ;.:;:- -.: : .; :- ... ·• ·_ . '::\ ·, .· .. -~:::~1.};~~~~;-:(/~:!., _ -.. 

Eri ~~~e ~~~it~',~ffe1'~~i~ti~~~0i;t~~~ico e: cual impele 
eJ, . movimferi't'Q'; de· uri,~·substrat0.:' (pór'.Jej~mplcr :Na. o H +) puede 

condu,c'ir.'·.~i«·~~vimi~nto'·,·a~·;~,~~,r~ .••. s,J~~~;,a:fb··,.,.•.~.l· ·cual· .va sobre 

el mismo. acar~~ador(un azúcar o un:·:~¿~á:~fa~~·~,· ~Gn cuando 

este otro ·substrato debe m6vers~ C:oht~~;LsJ·'.;~~Ó~lo potencial 
' - '. . ,.. :~ .... '.· .. /'.~,:f ::: !~.·.·~·:«)/~~·~\'._'.~:_'. . 

electrc:iquímico. (Fig. 7) , ' '/'\A"/ \t;:- •:;;., • 

c) Las ·reacÚon~s{''AnÚport" ·(·bp~~~anJ:;;f~'~'.~i¡~~J~1~j·:r ~on aque-
. ·.-· ... ' . _,·-. \·;.;,-;·_."· __ ·:, '." ;•,,.' ·-.·· .... ;·,~· '~.;?·;;:. ''···.:''.J, ;"~:i\d¡l.\;-'' ;.>,_~, ~.:{\~·" __ .·-~' 

· Uas en iaS/q~~~es ef~f ';~Ml~f,~~1'J~~k~l~~~~~~~~J~1:t de 

una' barr~ra de' t~i marier~;,•qúe,la''.t~.~~7;~~~áé~,ón~~,~.\~n· solu-
_._,·.:-... :·;-'.'.··· ·:: ; ,·:,.'' . ..:-~-. ·/,:.·_-;:·.'~- --:·--:-::'.:·: .... ~ .. -'''::~:.:\··::\· ;~ 

to está acoplada a la .. transloc;:icion .de•otro en>~~:~direc-

ción opuesta. Esto es, una,distribución asimétdé~de un 

sustrato deberá conducir el movimiento del otro en la direc 

ción opuesta, (Fig, ·a) 

Por.otra parte Transporte concentrativo es un término que 

sé utiliza para denotar la capacidad familiar y ubicua de 

los seres vivos para mover metabolitos o nutrientes en con 

tra de ap.:irentes gradientes de concentración, sin especifi_ 

car algGn mecanismo (14), 



fig. 6 
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EL PUN'rO DE VISTA QUIMIOSMO'rICO 

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

de Oxido - reducción son vectoriales. 

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

mada por proteínas dentro de la m~rana, mi,tocondrial interna, y cuya función 
, / ... : ) _·'> '> : -

principal es transferir un par :ae~ elect:r'ones desde el NADH hasta el oxígeno ( 4) • 
• : ; • : ' •• ~··:·:-. 1 :-,·-.; •• -- '; .,., •• : ! . ·. -

> .·-\:.;-~ ., --/.;,;'·:.::' 

Sin embargo,, J?or su pkftif::ül~'f~/68~~0:~'iciión química (acarreadores de protones 

y acarreadores de 'ele~t~;ohi'i{Jfü:~oi su distribución 
· - :; .-:~: :\~ .. _~,:~:.f'.."::.:):J--_:::::_~-.~J~(~:;'.;tJ~r< .. ·:·:t· .... · -

asimétrica en la membrana, 

estas proteínas ctinip]}~tj~;/~'~tdi¿\~ente, una segunda función: acarrear seis pr_<?_ 
- ' 'r":.t~··.;.·::_, ~--~~-:>.;'·" 

; ' ·:;_: -,,·_ ··<·'<_;:~>.- _- .. ' ·. "' ·:.'i', 
tones desde . el inteirior~>~ada e.l exterior de la mi tocondria. Esto genera un 

gradi~nt~d~l',}/~~~~~tr.~i6~ de protones ·. ( b pH) que hace a 1a matríz alcalina 

con respec~o:·:,9e¿::~~t~tg,:extE;!rno •. Como los :1'r~~~~es no van acompañados por el m_<?_ -

mivimieh't6·'qé':h,~~~cih<'~nión' este proceso ·gs t~ién equivalente a la remoción 
. -. ·' :·~~~-·:-.:<.:...: 

de cargaá:po~lti;jE{'~,:·;a'~ .la matriz. Se origina así. un .gradiente de potencial . ' ') ..... ;.•<'·." '.".;.·.. ., 
'.,,- . ',',;e·/.)::'_~; ....... ·. ·.::\,'. '~. ·' 

electricd .. (Ll ip),:'.. : :tal; . que el interior de la mi tocondria . :i:esul ta negativo. 

Las· iéacciories':fae óxido - reducción de la cadena oxidativa van acompañadas por 

una gr~n:«~f~~f·UJ-~i6h.•"de ·ene~gía' libre • 
. ·>··.'..~;._:.:o:.·>:', :·::~<':· : ...... ~-·J·_.' ·:;.1.'- . • '' 

.: :,, ::. '(.::·., . . , ' ... 1·:, : ·:;::;',:': '. '.', '· l 

Desde ,:~f: ~Gh~~~{¿j~~Ii~i~·k~'i,ÍÍsld8'ª~Í~ico éSth ponsÜt~y,e .Una forna de acumular 
·· ,: .. · ·:·Tp;:¡:ji'¿'.K~:~Mfi\T~:~fr-::i:'.if(,'J:~r:F,!i:"(::: .. y:::,• .· .· ~··':\ .·· ·: :·.. . . .. 

energía ya::qtieí)>ia:la~·~ipadil:Sni:d~l ;gradierite' perinite .realiza~trabajo (osmótico, 

químicOi}~~~~~~iK~~~{ ~e tranip~:~. ·. e~c ,} • •· ·. 
- : .. ~ ~ · ·: -: -" 

>:·";····· '·' ,·.,. 

ASÍ pues~ eh la mi tocondria la energía libre proveniente de las reacciones de 

óxido-reducCión de la cadena oxidativa se acumula como un gradiente de poten-

cial electroquímico. 

El gradiente de potencial electroquímico es en parte utilizado para la sínte-

sis de ll'l'P. Pero, lCómo se acopla el flujo de protones a favor de gradiente 

(disipación del grad.irmte elect:r.ogul.mico) con ln fosfor.i.l ación de l\DP7. Este 

proceso ocurre en la membraníl mitocondrial interna por acción de una enzima, 



la ATPasa ·(E.C.3.6.Lá fosfohidrolasa) / capaz de catalizar la: síntesis (o 

hidrólisis) de una molécula de ATP cuando dos protones son translocados del 

medio externo a la matríz: (ode la matríz al medio externo) vía un canal in 

trínseco de' ·ia; proteína.. (F icj. 9) 
- ' . -·. ··.' ,:· 

La ATPasa mÜoconddal e~ una enzima oligomérica de peso molecular;S00,000 

que ha sido aisiada y ampliamente estudiadá en experirne'nt:os .de re66n.stitu-

ción en vesículas de fosfolípidos. 

La enzima tiene dos porciones, una hidrofílica conocida como F
1 

y otra hidro 

fóbica llama.da Fo; El mepanisÍno de la síntesis acoplada de ATP no ha sido 

aún clarám0~1:ei~~@,f~#,~~· (Í3J 
- -. ·:;:· -.;r··.' -':,· ~ 0

J,1 i · 

La hipótesis quiií\io.s{;\óÜ.ca.:.se estableció eh. 1961, como un ejercicio .teórico ... ,'. ·:, ·'·.', ; .. ,, ' ·' .. ,_ . ·/. ,·· -, 
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que requería.: de cuatro. pó~fGlados (o r,equer.imieritos t:stru6tuj;"a1'~s y\f;unciona-
• •, ,,; ' • < ·~,: < ' : ' :•: _· ', ,,,,• ·,-;., < ~-¡_.,. ':\;~;: .... ~.'. < ,'(.'~' < "o•'• 

les de lamembrana interna mitocortdtlal. (F.ig. 10) par'a';iós·;C:uaies/éxistía 
' . ' / '-~·.' , ~ . . ·. '.; 

. . ' ·. _.: '.·', .·.. , ;_··. :r' : ; 

poca o ninguna evidencia. Durante .los últimos años se há ldgrado \ln acumulo 

de información experimental que avala esos cuatro postulados: y conforma las 

predicciones de la teoría. 

Postulado 1.,.. Existe una ATPasa, reversible: que·.sin~~tiZa ATP. 
:· · .. ·'·:"'- _: ;~·:_:·.:·~· /\,1 .·,·.-.~'\;. ·:"t<;:.:~·: . .>·:_/~;·~·_\:·"\·{·:·'/.~.:.~.: 

, . . .. ,, ~ ' . ._, 

. ' ' .;'_·:· .:: .. :. ' . ' '' '' . ;' ,; .. ,<~:. ;:·,;_~~~(-;· ·. :·; .. :,:~:;:/::t~~>:~~··~'.;:·::::~~-~;>::·:.;::~;:i:~ .. ~'.;:,t',,\fr.~~~:);/;;'.·~~ti"~;:~~::~?/ ·.·. 
Postulado 2. - . Los . comoonentes"de: la':; .. cadena\resp:i:ratoria están 

diSpu~s;~s!n f~~~~~'~!~i:~~~~'¡'~~f i~~~~;'corien-
tación. ·adecuada< paraiquei,ócu:t"rá:unáitránsloca-

ción neta de .protog~~ .li*~A:t'2:';~2:,~~·t~\\~'~ .. 0

e 1 ectro 

nes. 

Postulado 3.- Existen sistemas de translocador9s (portersl, 

+ acoplados a la transferencia de H que son utili 

zados para la estabilización osmótica y el trans 

porte de mctabolitos. 
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Postulado 4.-La membrana es impermeable.al paso de protones, 

en ella se encuentran localizados los tres sis-

temas anteriores. (13) 

IONOFOROS 

Los ionóforos son aquellas moiéculas.que transportan iones a través de las 

membranas. Se trata d~ herramientas ese~ciaies en el estudio de los mecanis-

mos quimiosmóticos. 
'' ·¡:>,'.;;·>. \;'•;:•· -, .. ! • .·~ '.,~:-.'.;~~J' --:1::::\' ... 

como ya se ha ~~~,f:f~~'.1~\t~~r(~:~~~f<~JJ~~·los,i;~~~f simples so.n .solubles en 
agua, pero'.no;_:e~"la:·matriz:lipidica· dé;las·m~ran:asj' de.forma que las mem-

. . >•:? :;;;s;~,,~;. :(\::;.~?{t.;.:/;; · .:.:;;(<·\·; .. .,:ú,.?·'j,-;' ·'' :.·.•······_ .·. ·.· 
brana~ se .:~u:J~t~~~ 'illlperm~ables)~r lqs :tones'~ : Ef, í(>nóforo valinomicina es una 

:::::u:: ::::::: ::~;~1:.::i~¡;~!~f t:::::: :::::r:t::::~t::::e:::o 
,. 

cadas funcionalmente co¡¿Ó' ·"desacoplantes": inhiben la fosforilación pero es-

timulan la respiración. Este modo de acción se explica por su capacidad de 

disipar el gradiente de protones. Los ionóforos de protones son ácidos débi-

les que captan o ceden fácilmente un protón y pueden difundir por la mernbra-

na, por ejemplo: dinitrofenol (DNP), carbonilcianuro de p- trifluoro metóxi-

fenilhidrazona (FCCP) y 3,5- diterbutil - 4 - metoxibenzilidenmalonitrilo 

(SF 6847) (15). 

TRMlSPOR'rE EN MI'I'OCONDRIA 

25 

ourante la actividad metabólica de la mitocondria, se detecta experimentalmente 
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el movimiento de una impresionante C<< nt.idad de protones, así como de cation~~'3,i 

y de aniones. Este hecho exige postular la existencia de moléculas específicas 

que actuando como canales o acarreadores transloquen especies iónicas y la ne-

cesidad de un mecanismo que inicie y module este proceso. Es ahora evidente 

que los acarreadores de protones de la cadena oxidativa y la ATP sintetasa, 

son las principales vías para el transporte de H+ a través de la membrana.Prue 

bas funciorlales coné::lttyentes demuestran también la existencia de acarreadores 

~ .... '.: >.·~. - ' .' . ,,. .~.; ' . ' ' 
selectivos en:el transporte de nucleotidos, aniones y cationes mono y divaleE_ 

I . ·~ 

tes. En lo.qu~ :respecta al mecanismo que.inlciay regula el transporte, es 

útil recordar que el movimiento de, molécillas\ ~'iones a través de una membrana 

solame~te. ~i "~•1'º'1t~ne~ .cuando ;~~~~'i;t~"'Ht~~~~cci6n. ~~.··;~iende·a .. reducir su 
gradiente':·iiá'~.~?te~Cial qtiíínicb,o ·~f~C,~iibé/;'(á¡~~~or·cl~ gradiente), pero que 

la mitoconaHá·aebe incorporar y desech~~.xti~chas sustancias contra gradiente, 

es por ésto qu'e la mayor parte de los<procesos de transporte requieren ener

gía. Esta: energía es provista pór .~i:gradiente electroquímico de protones. 

': .. ' .· :. . .. ·. . .<,, .... -· .. ,. '' .: . ·.,· ... ·.'.;':'.:.·:.•"~··::'··< ' ·,: .·. ' ·.:-. ' .. ' _-, __ '..,.' ":_: -.... -..... ·· .. -. , - ' 
Resulta , entonces .que,·. el· móviini~ntó :de .muchos .iones ;esta: acoplado··. a, ·las varia 

-,': '·~ < ': ~~; : '·\·,· .:_~~·\.:· .. ~ >:·.. - ,··~{- .~ .. .-:· ::'::,:;~)\~ ':( ... :·~>:.f)~~<~~ .. i:~--~.y .. ~,/;:· ·:::~-· ... : ,• .:.- .. \ <' ,;:: .. ::: ... -~":. . ·., "l .'~:;:··:~\/~;~::·:·,-;- ;:~<" ;·· "< > ::. 
cienes del, gradi~~te químico-: de{·protone~ o de ,·su pote'ndlal :·eléctrico; y que 

. ·· ... ·.·· ··.•.·'.<,>./~h\'t<i.b~1)·.;:;;;~.·:.J;?,11 '!1 .. :i\;··.' ..... ·:.:~;;1t/{:ii'.~·<;.;¿~~. ·:·. ·:·~::"'·j:.f.\· •. :·::;.'/',;:~f1;)~)1'.;Wit·i·.·:· :.,: .. ;.:.· .. · 
es el:cambió:;.de.;estós::'factores' ene'rgeti:coseL•me·can1smoS'que:·regula··~el trans-

"·::":··· i~":;.~-'~:",!·.,~,~,.,-· ·.-• ··;,,·. ·.'.·,"''}:.:'~);;<:'·' .. •.·.··.·.·.:' ·,·.,,· , ... -.··.'.··< ... ··",,. ... ::· .. :').Í1~·4!¡·''.··::;.,· .•·-··''" ,.·:. 
<<-'.:"~ ·'<. ~ />',:"': - . -.'(;''t !'., ' ,, . "Í' , 

porte .... · :• · .... : '" ,, <· · /.·:" 
,. .,· 

se sabe que la ~di~ipa~ión del tipH energiza el movimiento de iones. 

. + + 
En el antiport Na / H , los datos experimentales indican que la mitocondria 

es capaz de intercambiar un ión sodio por un protón. Este intercambio es eléc 

tricamente neutro y no se ve afectado por el 6~ , ya que si bien éste acelera 

la entrada de protones, simultáneamente frena la salida de sodio. En cambio, 

result.:i clnro que el influjo de protones disipa el 6 pi! (Fig. 11) . Este tran.§_ 

porte os mediado por un translocador reversible de tipo nntiport, ubicado en 

ln mc~Jrano interna y cuyn naturaleza química se desconoce. El .:intiport tiene 
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"ANTIPOflT Na"'/ H+" 

EXTERIOR INTERIOR 

H+ 

Fig. 11 
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+ + una selectividad por.el Na mayor que por K . Su función no ha sido claramen 

te establecida: podría actuar como regulador de la osmolaridad interna y/o de 

la entrada.de aniones a la matriz. 

En el simport HP04/2II+ ¡ el iÓn 
1

fosfato(H7?=
4
f parece entrar a la. mi tocondria 

acompañada.por dos.~rotone·~ .. Estet~ansporte·es•eléctdcamente neutro y en 
.!·:>: .. 

consecuencia no pu~de:,sef•: ~ontrol~~6'J?or el llljl • En cambio, la entrada de 
' ' ' .·,._, .. -·.·.. . .. :' ' - - ' 

,'.," 

protones colapsa a.{ .ti . pf.r·; E'sta• translocación es mediada por un. acarreador 
".·.,:';., 

tipo simport¡'que esE,.¡l1hihiaó pO;'MersaÜl (Fig. 12); 
·-·· :< :;;-_-.:\¡~~'-'.:':"</'.'.. >::>:'.·· .. :' ~·-·· ..... ,. _-. )• .··. .. . . - ' 

··-.: ·-::} (:;:.:_.:;· :;~:.,-. _;{.' ,,._.;,• '; :· 

"; '::~~ .. ·:~-.::·\_~--~-:;.::/~:-.:·:'?~~-:/;::. -~:~~~~~;:{_~_}., <::·:: ... : .. -~ .·_·.,_ 
También sé sabe ',que;:la;:,disipacion. ,d.'é1. A ·pH 'ez:¡.ergiza.eL inovimiento, acoplado de 

' ,:;i. ;·_ ".- _:,,-.: .. ;:_:~:.<.~':~·<;t .. \::·:\·/ .·::: '\ ' . -'' .'. ,' ; "' 

iones. Este.ot:i~á\~~({~f~~¡pb:i:té ,:~~·:{6·a~ac,t~~fs~it6 .·de los.·· sustratos ariiónicos. 

Ex is te , cci~[ciri ~d ~~ª • ~~·~{ª~.'.·<l'l·····.·._ ... • .. :···;·e······.!··.•~.~.é·····.~.; ... •.·.I.·.,.:':·:.i.: ... : .•.•. '~.•.::·:·······.P·· ..... ,Hi······~···;·'·:.'.i·····l ~binpÓnell~e ene'.t;i~WO respon-::· .: :>·:./ . ' "· ' - ' . ';_ ·>:?:1t~·~.':('.'' 

sable del'movimiento y acum~la~:i.c$riide ~ni.oliesdentro de ·la ~:lt:bdondda. Sin 
_. .. , ~ 

...... c>;}f\ >·• ....... 
embargo la evidencia experimental indica que los ácidos di y tri'.:carbox:ili-

. .::~ ... ::.:\·e . .'":. ·. :_; ~ ·, :: • 

parece estar acoplado por un mecanismo de tipo cascada al•mcivimiento de fos-

fato. Y dado que este.último ocurre gracias.a la disipación de b. pH, la en-
." ·-·--~ :· .. _'. ·,;:·~ <.~-".: ' ,•· . '.:, . . . . : ' . ' 

trada de los ~ni~Ile~···e;~Ú final y directamente acoplada al consumo de gradien 
•• • '"'· : • 1 • -

te de protones. Un ejemplo de este.movimiento acoplado de iones con disipa-

ción de b. pH es la entrada de. citrato a la matriz mitocondrial, (Fig. 13) 

un segundo aspecto del gradiente,el~ctroquímico es el que se refiere a la 

energización del movimiento de iones mediante la disipación del i'.lljl 

' H\ l l ' 1 f - ' 1 ' 't En el un1port de Ca , e ca cio entra e ectro oreticamente a a matriz mi o-

condrial utraído por la carga eléctrica negativa interna. El calcio, divaleE_ 

te y positivo, colapsa eli'.1~1 su entrada, en cnmbio no modifica el llpH. Este 
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....... , 

EXTERIOR INTERIOR 

fig, 12 

• 
SIMPORT 



EXTERIOR INTERIOR 

--1-..,.~->--• C /TRATO ª 

fig. 13 

•ENTRADA OE' CITRATO A LA 

MATRIZ MITOCOllORIAL " 
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transporte es mediado porün uniport inhibible con rojo de ruteriio y con 

lantánidos (Fig. 14) (16), 

3- 4-EL ACARREADOR ADP /ATP 

3-.. 4- .. 
El transporte de ADP o ATP a traves de la membrana mitocondrial ínter-

na es realizado por un sistema de transporte del tipo "antiport", siendo 

aceptado generalmente que es electrogénico. Este sistema de transporte fue 

identificado en 1965 gracias al uso de unin.hibidor específico, el atracti-..... 

lósido (17) • Desde entonces este importante sisteina .de. transporte ha sido 

estudiado en unaampl~a variédadde,células; Este acarreador funcióna ínter 
<,:~'.: .~ . ,.• . . . _, ·~ ". .· ' , ' . . , , . 

:~i~n::.::r:ti:::::¡~é:tt.~~~tr:~::u:.:::::: en una estequfometría 

' ' 3-
de transporte de ADP y 

. . '". -. . ' ; ~ / . . -. -•. 

ATP4
- en mitoconcltia'{:·~s·eli·~~~x~·avanzado en comparación con otros siste-

~- .. ·. . 
·:.,_ .. 

mas de transporte;. Los!resultados están basados en datos obtenidos con el 

acarreador integrado en la membrana así como en estudios con la proteína 

purificada. 

INHIBIDORES 

Tres inhibidores específicos son usados comunmente en experimentos sobre 

transporte ,de adenínnucleótidos, estos son: atractilósido, carboxiatrac ... 

tilósido. y ácido :bopg~:i~kico 
.. ,.·; ·,_·/:~,', :;:'"/;?~:::~/:\:··:.'~·:~ 
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bongkrek, una clase de coco comestible utilizada como alimento en Indonesia. 

El atractilósido y el carboxiatractilósido son glucósidos cuya aglicona es 

un diterpeno. l\mbas moléculas contiene dos grupos sulfato y un residuo de 

ácido isovalérico. Otros inhibidores interesantes derivados del atractiló-

sido son apoatractilósido, apocarboxatractil6sido y succinilatractil6sido 

(Fig. 15). 
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EXTERIOR INTERIOR 

fig. 14 

• • 
UN/PORT DE Ca++ 
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El ácido bongkrékico (fig. 16), es un ácido graso insaturado de cadena larga, 

que tiene siete dobles enlaces, tres grupos carboxilos y un grupo metilo. Un 

isómero del ácido bongkrékico, el ácido isobongkrékico, ha sido recientemente 

aislado y caracterizado. 

El atractilósido es un inhibidor competitivo del transporte de adenín nucleó-
. . 

tidos y el carboxiatractilósido es un inhibidor, no., é:ompet.i.tivo (18) , Los 
~-~,.' .; ·: < .. ;-.1, ,,\1:~;-t;:~"-: >:Y"::: .·'.>ü:';,··,. 

. '.· < ·, < ...... - '').~. :··>;·:./:t~·-._:·:.:··:·\, :·:· :~:_~. : ,· -,- -~·,_:.::' ··: ·-'.:'. · . .,,, : '"·~\. 
ácidos bongkrékico e isobongrékico son inhibidores incomp~titiyos:;:;~Todos pue-

den ser marcados radioactivamente 1 facilit~ndci~~,ae'"é:i:~~!~id~¡:.~i·}~~~~dio de 

lossitiós de unión de estos ligandos. 

Los sitios de unión del carboxiatractilósido.son saturables teniendo una 

Kd = 10 nmolar y. una concentración de O .18 .. - O. 024 nmoles/mg proteína. 

' ' 

Los sitios de unión. ·aeL atractilé5~ido .son· no saturables teniendo una Kd = 20 

nmolar para 1Ós:siti6~·;de:·alta•.:affriid~·d,<Ki· = 0.02-1 nmolar y una concentra-
\ '· • •• -~.- ~-: ' •• - • :, .,: ; 1 ' ;. ~; .: • '¡. t :, 1 ' . ' . , ... · : . ' . - . . ' -. . . • 

- . :·:·.; .. :, .~:-.::·F , 

ción de 0.1~ [ °'·~!J2:i~~t1%~JWt~E~.t;~~: 
Los sitios de'unión:,;;deJ!'.~!·ac~.:"b.óngkrékico soh. no saturables teniendo .una kd=20 . ·.·: < :· : .. :')· .'(::':t;,~:\~09'.:',:,(.(. ?('>. ,:, '· .. ·.· .• . .... ' ' .. 
nmolar para .ros:.§iifü¡f?ae\aita;a'finidad;· '(16). 

;'·,'-,!'" . . :~~"<,',;,,_ ... ·, .•.. ~·· 

El ácido· agár¡cÓ ~(ac.·d··_ detilc:Í~ricó) , ún. i~Mbidor introdúcido recientemen

te, inhibé competitivamente el<:~rah~p()rte de, adenín nu~leótidos; .(19). 

Los ésteres grasosde acil - CoA'sori inhibidores competiÚvos, y.deben tener 
""""' 1 • 

una fúnción regulatoria sobre el transporte de adenín nucleótidos en la célu-

la. Recientes experimentos de.R,M.N. realizados con ésteres grasos de acil 

- CoA han revelado el valor de estos compuestos para probar que el transloca-

dor de adenín nucleótidos está dentro de la membrana mi tocondrial, ( 20) , 

Estos compuestos tienen una Ki = O. 2 nmolar ( 16) • 

3- 4-La intcrílcci6n de estos inhibidores con el acarreador ADP / ATP depende 

el 1 . 1 ' t t ' t . 1 t + Mg++ . ( 21) e a prcscmc1.a (e caer os ca iones, par icu. armen e K y 
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ATRAC TIL 05100 

Fig. 15 
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El efecto inhibidor del ac. bongkrékico se manifiesta si el pH del medio de 

incubación es más bajo de 7.0, por tanto, las incubaciones son cqmunmente 

hechas a pH = 6.5. - 6.8, a este pH una fracción significativa. de moléculas 

de ácido bongkrékico están protonadas, ya que el pKa de los tres grupos ca_E 

boxílicos del ácido bongkrékico es de 5. 5. Estudios . con ~ci. · ( 3H) bongkréki-
, ' . . '~ ,-·.:·~.~· : . " ·.,', . ' ,.,. 

co muestran que el ácido protonqdo difunde · rapidaniente: a traves de la mem-· 

brana mitocondriaLinte:i:nfi···~,;~nt~¿,,~'·.¡:. fuatriz (22); ~or lo tanto el ácido 

bongkrékico d~b,;1~s~~,·Ei~{~~{~~~)~moun inhibidor penetrante. . . 

Por otro 1ado;,;,a~ra9~i~ós~do y •éarboxiatractilósido.,se.,enlazari .a}a superf_!: 
... 

cie externa d~Y{~·iniembr~na mitocondrial interna y 0 sori .pbr· ·lo i:~~t6. inhibido 
''. . :·: .._. ,:.,,.·,:.·_,, .· .... · -

. :. : .. 

res no,: penetrantes. El e.ster de palmi til - CoA. 
. .·. 

penetrante ( 20) 
'.,. 

ESTUDIOS CINETICOS 

Las característl.6asclriéticas del transporte de adenín.,.nucleótidos son bas-.. ,, .. 
'. :. '.1¡.,.· :.~;.:,··_'.:: . •' 

tant~ bien ··coRb·bia~s. c6mo ya se ha mencionado I la estequiometría . del inte_E 
. '·., .. :~.::-·:,:.,:,;<<~·""'·><t.: · .. , ... ·, .. . 

camblojes' Jriar:~~:tno~ ·tos. J_)ocos datos. sobre .acumulación de ADP 3
- ó ATP4

- en 

mi~Oc?~~~i.~~~i7•~ ·s~r exPl~:ados p~~ re~.º;S;±~~,}7Jtt•• ( ~3) • Por ejemplo, 

existe. _una,::.tom~, :neta de ADP pór mii;ocor,i~~+'éisc;:~~(l;.tgéldO du~91nte la respira-
. ;, ·;: .. ' ·~:.: > :'~,· ·_.' · .. ,.,. ':\:' .... i-.;.-.· . . . ' " . ' ... ~·- - ·~·::~' ::·_.'':(~ ~+;_',:.::;;;\ ',·:-: i':j~\ .. <;':~'.;:~~;~:~~.:·h .: ·" ' . 

cion mas1va·un1da·.a acumulacion<de.:',Ca' i:\:(24)o;•'/''.·::: .. ,'i•: 

El t<ansporte de AD~::t~~;~r·~Z{~i~%Z0.f ~~!~Pt1~: de satu,.ción del tipo :: 
Michaelis - 1'J~nte~ ;}[)~tj~ro':1 dé<lós, .nuc.leot~dos · so].o son transportados ADP y 

'' : .' " .... : "· ' ~ 1' '.~,:;.~-,: •• ,· :'.iJ.': 

ATP 4-, observ&riao~~·Pb6Qk~tencia entre eU~s •. Otros sustratos descritos son~ 

PEP, PPI y p~s:Í.bfo~ente adenosina (29), Algunos análogos sintéticos de ADP y 

ATP, modificados en la ribosa o en la cadena de fosfatos, son también trans-

portados, siendo su transporte sensible a atractilósido, aunque las velocid~ 

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

adenín nuclc6tidos naturales (27, 28). El ADP 3- y el ATP4- libres p~recen ser 
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los verdaderos sustratos y no sus complejos con magnesio (26) . 

El eteno - ATP pese a la modificación sustancial del anillo de purina, pu~ 

de ser transportado (25). 

. ';.·.,,--,::>.-, .. · 

El acarreador ADP 3-¡ ATP4~ y: eL~carreádor.·de citrato's.on::capa.ces de'. trans 

portar sustra:o~. ~~~t·~····p,i~,;~/~P~~;~~~f~~~%f i~\~~~i·~·t~~¡t~~~~.~~.compoE 
ta como. un sustrato· para:elacarrea(lor\(le/óitr~t;()¡'::e,S:::.tarilbierii\crám3portado 

.·· ' ' ·, .• < : 3- : ·4~ . :'.',;, :.<: ' /,;J;:;\}i;,.:';g( .. :.:.· ;; ;; /'~(:y.·,· .. : ' 
por el acarreador ADP .. ·.·. ·¡. ATP 1 . aunqué?·s~ ·afinidaa:·por· éste es mucho más 

baja . (25) .' : '~ ' 

La velocidad 'del transporte de.ADP depende marcadamente de la temperatura. 

Con:mitocondrias de hígado·de rata, la curva de Arrhenius presenta un qui~ 

bre a lcis. 1q0 e (27). El ,valor de la energía de activación es mucho más 

altc:i',aba]o; dé'.:l:O~c ,(49 Kcal/,mo1)~,qü,e}ar;dba de lO~C (13 K(Jal/mol), Estos es 
. :.:,:·:· : ·~,-~ ~.'·:·::,.: '.,:·.-\ ;:;~·-.·~, .. <>!.:-'· :.~ ' . ~ .' •.l;,: .::·>-."~:(,.;,~-- _,, . ·:<~ ~ ¡.C~·- ;;, ~ _.. '~-·J .. ,,: ~-; . J ... -.... ' :- • -, ' - • " 

tudil"'~1~f ;J;,~~~;ji~i~C.'.~'1[0,tf i~~i~~fl~&f~,~~)f t ,~?~:eré :~· ·~····curva ··ª• 
Arrehenius'icorrespbnde . ·a· :1a<:f ase::de\traiiíii'iciión ~tj:úa membraná ·de, fosfolípi-

; '~; ;.:,·.\:};.i ;·.··: ·:~\··· .. ~ ,.·~ ....... · .'.'~. . ' .. ·. .. :· ''.><'.: ·. - :--/·.~:.:' .... ' .· 

dos , /25)·~· •. · ·· ~·.\.\: ..... · ,:. 

Los par~etros cinéticos dependen del ·.estado energético de la.· mi tocondria: en 

3-' ' · .. ' • .• ·.·.:·· -1 -1 
estado acoplado la Km y Vm para ADP son 2 ... 25 umolar y 1.-lOnmoLmg min 

' ' . .. , ..... :J,., :; . 

y para ATP
4

- de 100 - 150 y 2 - 10, .respectivamente; en ~est'ildW;;:;~~sqpplado la 
' .. ·· .' ·:;.;'·; <· ·.1:::: 

3- '' .;.1'· . :· .::.1: ·. ·, 4-
Km y Vm para ADP .... · son deº 20 .... 35 umolar y 3-5 nmol mg . min > y •para ATP 

... . . 

de 6- 10 y. 2. - 3 .re.s+:>ectiyamente, (29) 

' ' ' ' ' '' 3- ·,· 4;., 
ASIMETRIA EN EL TRANSPORTE DE ADP /ATP 

Es generalmente aceptado que el acarreador de adenín nucleótidos es electro 

génico. La separación 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 cargus negativas. Las evidencias de que el intercambio es 

electrogénico provienen ele diferentes tipos de experimentos. Durante la re~ 

piraci~n cu~ndo la mitocondria, sintetiza ATP
4

- a partir de AOP
3
- y fosfato, 



el transporte de ADP 3 - hacia· dentro dé{:ia niitoco:ndrfo 'é~ mucho. más rápido 

que el transporte en la misma dirección d~ ATP
4
-(30). Esto ocurre aún 

cuando la concentración de ATP afuera es<muchas veces más alta que la de 

ADP. Debido al transporte preferencial· hacia dentro del ADP, en presencia 

de sustratos respiratorios, la relación de ATP/ADP es mucho más alta afue 

ra dé1á·ihitocondria que dentro (16). En presencia de agentes desacoplan

tes (3:1\, esta diferencia desaparece así como la preferencia cinética por 

ADP·3:-~. ;Óát;s recientes .. (32):c~je'stran qu~ la .relación de l.os cocientes 
. ,. • -; - . · .. •1' '• . ·:., ,- -· . \-··~·-,'.;''i>.~~'.,.\.,!~·.,:.~ -~. 

:"" T: • .<-,, :' .'./:':;:,,~: :·':::'.. ' .'-,.·~,:-,_·::: :<'.:., .:,:\: -::, :_:)/>::-~·~"'.'.->-~·:;:~,::~·>·;,;'{ ':.- .>~~_-\:::./>. '-· ~. O ·,·~- > > ', .•"' • ' ' ' ~ •• ! ,· > ',' .: 
ATP/AD~.:: externq;:eí'· interno ;;;/es:: una\ funciori lineal deíl potencial de membra-

. i'::,•, ';,:,x:.·,'.'i•:+;(::;;•~\};~:{~;'c~,;.,;,·.{'.'.'·· .. ·.·.·.··,; ,· '<: >•,':· .. , ... \:,,:.\> ,.. ' . + 
na con ~unaJ pendien~e:;,·ae",;p.~as / cuando 'eF:pgténci'at::es variado con K en 

. ' . ., ': .' -,··' . ' '. ,-, :.\:·;'~·- . . 
. ; 

presencia· d.e. v~l~hc,micfha .. EL: yoduro de. ::~ 1'.J,':: -::id¿?~opiltiocarboxiamina, es 

un co.lorante que se une a ia m~mbrana.mit.óco~dri~1:·y. :produce cambios de 
....... .~,· .. : .-_ ,':~·._·" ' , < ,• .. _¡,;,:;;:: .•. '. •'. ~:·· ".,.•~.--'.~_.·.:·,·:.· ;. 

' : . - '< .. -' ·¡- . ' " i , -~ ,".J·.'' ;- ::: ~~ _:··_'.';_'. ; :. 

fluorescencia ein cÓindidencia' con los cámbJ.os de·i.potencial de membrana. El 
"< ;:' '.-'·;>.·-.';' .-. : ·.::::. : '· »·:·.,;_·;·\\'-:\-''.'·-~1:-'"--~·(.:~~·~:-:_;, .. :...··.-,·~:·"._,.:. 

-- ':.':.:" .. -· .. ','. ". "::~-:-:· ···< >(:·.·_: >::: .. -· >~'"' - . . . :... . " -'_:::_·_~ .. ~:/:/~( ' ~!.":;·~~-~/:_· '.\:-'_>~~~..)t'._~:_'.·-·:·<·.- -·~; .··:- :':" :. . -
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intercambio de: ATE/ADP a traves de la melnbrana•\riiit.~condrial causa cambios 

transi:oJf¿:(4~\ii~:~~·~scencia~··.ló ·cual;isf:t~~{b~'~{0~..'·de. Un incremento en el 

pote~c'i·~i'./~::·:~:l~~~a ,(32). . ... >r¡: · ::::.L'.· 
- ·, • '-·: :\';:_,,.._: • -..... , :·- t·. ...,. • - ' ' 

. . ··:·. :: ''.~>'.:'. 

Antiguaniel}te se. creía que el. transpor~~~or éra parcialmente electrogénico 
• ' • • '· • • • • ' ' ~. •; 1 • ,· • • •• 

ya qu~'lo~ eStudicis mostra}Jan/que el;i.ntercambio de ADP por ATP era campe_!! 
; \. . : ··, :, . ,'. .'~ . . ·, ' ' - ·.' , ' '. . . ' - . ' .• _, - .. ··:. . '' 1 - ' •• : . <. ' 

.·· .. "',·<;·-":;· ... _"· :-:-:1.:".;·t>;·'· .. >>:_·<·<·";.;:_.<:·.;·~j:_:;:\·cr·.:/::~.·~1"'.,_. .. :.· ... ~· ... :·_ .... , ..... : .. »-·.: 
sado solo en :50%,•,por :rilóvifuierito'' de; proton'es. 

:.·.« ·. 1 • -_· ;'.·_::~_-,/· ...... ~,{\::»z_·_'/_.:·''::'.' :,\:_~':·.~:;-'·:~:;,·,,,·~~~~~:::.-,:-~-, ' ' .. · . 

. . :<. ' ·; ./~ .. ::',,,.·:_ :,,_,;.,;·'. ':•• /' ':\'~;_>y,··· ' i •.• · .• ·. 

Estud1os .•. mas::.rec1entes~muestran> que ·el· acarreador ca~aliza un intercambio 
:· ':·:',/'.':<;.~?i".:~:.(p;'..>.<;,;:, .... ;:•;·;·.· .. , . 4- ·. . 3-

compl~ta~en:t:e;:-;~1.e:ctrogenico .de ATP ' y ADP sin·· cotransJ?orte de protones 
~;",\-. -'" ~ ;f.¡'(/f,'i:.~--~_,~ry.7(1.1~.''. >:-' 

cuando~riÚnb~ici~a y K+ son inéluidos en el medio para minimizar el art~ 

facto por movimiento de protones ( 3 3) . Puesto que el intercambio de A'fP /ADP 

es completamente electrogénico, algunos problemas surgen en el balance de 

las cargas y movimiento da iones hidr6geno durante la síntesis de ATP. De 

acuerdo a la proposici6n original de Mitchell (13) , dos protones son boro-

beados hacia afuera de la mitocondria por cada sitio de acoplamiento de 

la c~dena de transporto elcctr6nico. La síntesis de nTP resulta en el 
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regreso de esos ptotones. La utilización de la mitad de esta energía dispo-

nible para un proceso de transporte sería termodinámicamente indeseable. 

Además, e,i. potencial de membrana medido no es suficiente para llevar a ca

bo la sínte~is de ATP (34) • Como se sabe la energía disponible del poten-

cial de membrana depende del número de cargas que se mueven'a través de la 

membrana durante la reacción química, muchos estudios recientes sugieren 

que la estequiometría de protones de la hipótesis quimiosmótica es inco-

rrecta. Mediciones directas del movimiento de protones indican que cuatro 

son J:i;ansportac1os por la cadena respiratoria por cada sitio de 'síntesis de 

ATP •.. Se pieris,~ que .tres de estos . prbtories son· r~gresados dur~nte la sínte-
. ., ' ~ . ' 

sis de ATP, és~o· provee la energía necesaria par~yencer la gran diferen

cia. de energía .entre ADP más fosfato y AT~. Una 'carga se utiliza para el 

transport~ )o. cual deja a la membrana eléctricamente balanceada (16) • 

El ba.lanceo::·a:~{rnovimiento de los protones es algo más complicado. El fas
··:.-~:.,.:~< .. :\~:···;·:::'.:\( 

fato es·,J.m·i~n:Í.cS'ri mó'fió~alenté a pH = 6 y el transporte electrorieutro de fo~ 

fato·. a es~·~7;~·;·;:1{:·~c~mpañado por un protón ·libre :J?Ot,: molécu~a 'd~ fosfato. 

Bajo estas condiciones cuatro protones ·son·frarú~pdrt'ados.i:fuer~ de la matríz 
1 . . ' ' . \. . ~ ·. ·.:. :' . ··, ... ,_ t>',,: :;,:::.·_.~-:-. ~--.l:).; .· ... , . . . ' : 

' ' . ·. . . ' ... :' .. :: "·,·· ·_C>'.,;:::<_:y'..~~~~(:-'f:.'<;'/t.~~~'.-.:~ .. '.~!{-;:~·:- . ·,·-.",>: . . .-- . ': 
por la cadena. de transporte· electronido, .:tres(retprha:n·durante la síntesis 

· .. · . . ~ .. · . ·. . · , .. , . ,.':~:··\,üx::/;-;.¡~1é.'M::;p¡;'.;f8 · .. · .. · · ··· 
de ·ATP, y<el proton restante entra qc)n\¡:el(;{~~sf~t:o~ .. ;:Sin embargo 'a pH 7 .O más 

de un protón· es lij)Ora~o ;o~f ~9qbt~!\1l~'.!~~~i~~,f ¡"En, la prácHca no ocurre 
- '' ;· ,' ·, ,., .. ; ~: 

ningún desbalance, puesto que lo's prot6nes>.~~tra\.:que ;aparecen en la matriz 

son consumidos en la síntesis de ATP. Losprotcine~:1ibres que desaparecen 

del citoplasma, reaparecen cuando el ATP es hidrolizado para las reacciones 

de la célula que requieren energía (36). 

Un reporte reciente sugiere que bajo ciertas condiciones, cuando el ATP en-

tra a la mitocondria para llevar a cabo procesos metab6licos, el transporte 

debe ser elcctroneutro debido a cotransporte con fosfato ani6nico (35). 



INTERACCION CON LA Fl -ATPasa-

Existen algunas evidencias de que el ATP formado durante la fosf orilación 

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

dentro de la matriz. Entre otros ejemplos, están los<siguiÉmtes: 1) des-
<, ;\.. • .. ·· 14 .... · ·... •' '.·<'i"' ,'. . ' •.. ··. .• . 

pués de, adiCión ; de ( C) ADP a la: nii tocondria durante el curso deL estado 

'' .• · ... · <' ·,' ' .... 14 . . 
3 de la respiracion ( C) ATP aparece fuera de la mitocondria, mucho más 

1 ,:, .·.:·-·::/,,'·: ··:· 

rápidÓ.delo que teóricamente se esperaría si se mezclasen el (14
c) ADP y 

áe. la maei:i.~·c,mitocdndrial •. 
.· , .;:t.·:I: .. ;.~f-:~:l~·t(~:~·;' .··.>· :. ·t.<·c; . _. · .. 1 

. : ; ''1.::: , .. '' . ··:-.::· .. , ;:. ,','. --, 

::r::1:~i;;::t:¡J~rr~:G;~J:~;;;t1:J~W~~t;~t;.~:!*E:· :.=~::::·1:º" 
aparicion de As fuera de. la(Illi-C()c·ondria; probablemente en la fonna de · 

. ·. '.·- .· .'', {'.:~·;·"~;':,;·'~-:; .. ::'.> ,_ .. 

14' .< .. ··· .· 
el· ( ,·,e) A'TP con el .. ,11po:ol 11 de nucleótidos 

ADP-As. Una posible expii~~:~~:~ÍFfi~·s que el ADP-As, después de ser femado 

en la membrana mitocondrial•es transportado fuera directamente, Si el 

ADP-As fuera liberado a la matriz mitocondrial éste debería ser hidroliza 

do ahí para dar A_DP y As 1 y el As debería permanecer, ~entro de. la matriz. 
-. :. ; 

:i:' 

3) recientementéi·sE(ha encontrado que la'intericci6fi.·:a:~1 ~c~ireadÓr ADP/ATP 
~;::.:·.-, '.·1"' '. . . ~'>.'.~~::·":".>:·_;:,: ', ,· ·, ' . ' . 
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·~:: . ,_:, ·. ,:~;-:';;. : 

con .la F 1 ;.; A~~asa,<depende del estado energétiCo·. d~:dtrnitocondria. La dese ... 
. . . 

nergización porcarbonilcianuro de p- trifluoro metóxifenilhidrazona (FCCP), 

pero no por dinitrofenol (DNP) 1 resulta en una pérdida de interacción. Para 

. . . 3- 4 ... 
explicar este hallazgo se postuló que el acarreador ADP /ATP puede asu-

mir dos conformaciones dependiendo del estado energético de la mitocondria: 

3... 4-
durante el estado 3 de la respiración, el acarreador ADP · /ATP existe en 

una forma de alta energía, la cual interactúa con la ATPasa mitocondrial. Es 

tos y otros resultados (25) sugieren que el complejo ATPasa y el acarreador 

ADP /A'I'P est5n situados muy cerca dentro de la membrana mi tocondrial internn. 

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

intcractGan uno con el otro a trav~s de una subnidad común o si tienen acceso 
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directo a un espacio microacuoso común que no se equilibra rápidamente con 

el espacio de la matriz (25). 

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

Actualmente existe gran controversia acerca del posible papel del transportador 

de adenín - nucleótidos en la regulación de la fosforilación oxidativa. Eviden-

cias de tipo cinético sugieren que la etapa limitante de la velocidad se locali 

za en la translocaci6n de ADP, Por ejemplo, la elevada sensibilidad de la respi_ 

ración del estado fosforilante·y de la propia síntesis de'ATP al atracti16sido 

y el incremento en la.v:elpci~ad de .s!ntesis por disniinució~.· de la relación . . ,·. (• ';: . ·. ·;~ .>. ;, ~· :" . : . 
': '/ 

ATP/ADP a difererite~:~~#~entraci.cme~ de Pi, se h~·:irit~rpretado como una limita-
·?'.·.;::/:,::•' . -.: i. 

ción cinética del tra'~~~9~t:~c10.r\de adenín nucleótidos ( 51) • Además se ha demos-
.. ··, 

,•'<' F/ ', 

trado que la inhibición\d~f calcio. sobre la fosforilación de. ADP se realiza a 

través de una disminuc16n d,e la. actividad del translocador y no por efecto del 

catión a nivel· de·,la:AT,P,sintetasa o la cadena respiratoria (25)·~.En este sen-
, .. ¡ 

... ··: '·. ;-~: ... : 

tido, otros .. auto'.rE!~;h~ri~L:.·~eportado que la sínt~sis de _ÁTP .se. encuentra casi en 
.· .. ,; ·:-.:<.:<··:.s;;\;~~;-~#,·:,i{.· ·. · ·•···.· _··. ·.·· .. : .•. / )::·~tt::irr+.;:·;:::.· ... · ·. ·· .. ·. 

equilibrio .termodirianiico<cón los ... dos prifueros¡:sitiOs .de conservacion de la 
. ._·.·.· .. · ... · .•.• -... ;~;\~';h~)"'\'j··Y.:;, , .·_.······ ·:.:,_,,0;<':·._ .... -.\:·,,:.<······>. , 

energía de · 1a, cadéna1}respi~atoria~ :.P,.orit:a,rrt<;> :han propuesto que la regulación 
.~ ·,'·\··] '.-:·. '.:;,";:,·: ·~· ·~ ',•: <· ~· -:~: ·\ ... ·,:< ·¡'·:'.\.:~:"::\ .. ""•· .. ' 

de la fosfdri~kcit?~JCiX,ic1a1::iva, sO~ci.'..J?§e~~;~er' ,ejercida por la reducción irrever 

sible del º.i e~ ;~~~).~r~;;;1~ F.i~~G~~~~ij~.~~~~~; en el t0<cer sitio de la fosfori-

lación ( 53 ) .•. :;Ei:r.'l'á::p:t:lliierá.\hipc):tesis ifla'"~íntesis mi tocondrial. de .. ADP sería 
. -.- .' · ... :·. ~<::_;-. :_. ... ·":.·:_:~<· .. ::.~·::'.i.-Y~_.::}··:'._\~-:~.~;)_ r .}~-.{~::' .. ,:J:·,:.>·,~;· .-: :" .. -~.·-~·.-·.: ": ... : ... f·_:, ... - . , - . . . . 

regulada por la relación ATP /ADP y efr 1a segunda, por el potencial á.e fosfo-

rilación (ATP/ADP. + Pi). Dado que ambas hipótesis son aparentemente incompa-

tibles, parece fundamental determinar con precisión cual es la influencia del 

Pi en la termodinámica y cinética de la fosforilación oxidativa.Otra posibili_ 

dad que no puede descartarse, es que exista un control múltiple a nivel de los 

acarreadores y de las deshidrogenasas. 

Por otra parte, existe una respuesta de la membrana mitoco11drial a el funcio-

namicnto de el acarreador noP/ATP. La adici6n de ADP o ATP en cantidades mi-
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cromolares a las mitocondrias conduce a cambios morfológidos·de la mémbrana ·-· 
mitocondrial interna. Estos cambios son sensibles a atractilósido pero no a 

oligomicina. (24) 

AISLAMIENTO DE LA PROTEINA ACARREADORA 

La proteína acarreadora de adenín nucleótidos ha sido aislada en varios la-

boratorios (37,38,39). El método de aislamiento más exitoso utiliza enlace 

de carboxiatractilósido. Hasta 10% de la proteína de la membrana mitocondrial 

interna puede ser aislada enlazada a carboxiatractilós,ido en una forma croma-

tográficamente pura (42). Losintentos·para aislai::,el acarreador libre de 

liganclos han sido difÍciÍes. cie 1~grr¡~¿.c1:~~·ia~.~~J~J::,eLacarr~ador es sensible 
··'"" '.;:!':' . '· . ' . .. -

a digestión proteóli tica. sin. embkrá~~wi¡h~o;·pfeparaciones de· proteína aisl~ 
. ............. ! 

da fresca, de acarreador libre:de:ligandos, ha sido posible reconstituir algo 

del transporte de adenín nucleótldos en.liposomas artificiales (43,44,45,46, 

47). 

adenín· núcleótidos'..(25).; ·áa··.-sidó recientemente demostrado qtie la actividad 
'. ' . ·' '·1·.::,__· . .·.·.: .·, ·.·',· .. < .·.' ,, . 

eri el trarysporte .del acarreador ADP/ATP, cuando es incorporado a liposomas, 
: ·. '" · ... \ . 

es inci:eme'i-1tada considerablemente en presencia de fosfatidiletanolamina. Se 

puede especul~r que. est13 e,fecto _es .debido a la interacción específica de la 

fosfatidiletal1C>rrunina c~n .:laú'Í{ófectil.a. de proteína o que el· reacomodo estruc 
O. : -.· \ ';:iis;;.'",··¡:: ( . •_;'. '-;,:1¿.i't';:}:-)i··é·:;.:~'.> ;~ . ·_. , .· . . . 

· tural\ d~ 'la rnembtária facilita ÚÜ' funci,c:mamiento de el· acarreador ADP/ATP (45) • 

La comparación de datos de diferentes laboratorios (37-39,42,44,47), sugi!:_ 

re que la proteína enlazada a carboxiatractilósido es un dímero de dos subu 

nidades con un peso molecular de 30 1000 cada una de ellas, 

El ~cido bongkr6kico tambi6n ha sido usado para proteger de desnaturaliza-

ción a la proteína durante el procedimiento de purificación, 
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La purificación del acarreador ha permitido dilucidar algunos aspectos del 

desenmascaramiento de grupos - SH asociados con cambios conformacionales 

causados por la adición de ADP o ATP (25) . La incorporación de N-etilmalei-

mida (un.reactivo específico para grupos -SH que inhibe el transporte de . 

adenín nucleótidos) a la subunidad de P.M. :rn,ooo es específicamente esti-

mulado por ADP y ATP; la adición de carboxiatractilósido inhibe la incorp~ 

rad..é5ri1 mientras que el ac. bongkrékico la permite; después de solubiliza-

ción óon'..tri:t;ón (un de~ergenteneutro) la purific~ción de la proteína mar-
' ·, 

cada cori N.::.,etimaleimidá.':;'es' facú.i.tada en. presencia de ac. bongkrékico, con 
· · .•. ·. ···./ :. ' :;.~J:'!.·:-·.!/.·:~':;d;I{1;((;J(i::··:~i{·''.~~i:i'::./,;-:x,}di/ ,·<. · · ··· . · · · 

carbo:idatra:ctilósidd;</nOé:se}lograr;:~:ésto''1'éstá· en concordancia .. cori los datos 

que.· ~·¿1añ l~·y~¡~~~~g~~f~~ífu~~l~i~~,~~~lejo ac; bongkrékico prote! 
na (25,A9). 

: ;- ;·· ··~ "(. . ·: .·: .. 

. ., '.,i;,,';~·~\1::; >) ' '' ' ' . 

Se sabe que el transpottador'~C:I.¿' ;ad~nfo .nucleótidos mitocondrial es recono

cido específicamente pci;SdC>~ ··inhibidores naturales, atr~ctilósido y ácido 
' -. ... ~··)·:--.·,..,:, .: ''. -'· . ·: .. '. 

, - :,·· ·,. 

uno con otro· para·: tiril~~e ;{ además el 
•'".'•' .. '.•,e'• 

trante el ~ual; inhibk'..:~1:.:.'.·-tra~·sporte 
.· "· .... {•/ ;··-~:.\J:~;:.:-'_,,'·~;'-.~.\~·'.:::~.~:.;~.'~·,~~ .. -:·'.·.'.'_'·,·>. 

:-:.-; ,:··,·· ·• 

a la membrana. mitoi6011d~i.~i; interna, 
.. "': ...... _~·:. -... . '·~:, '• '/ . . . '. " . 

atrac.tiÜ5sido · es urí inhibidor no pene

de .. ADP)ATP cuando .•se.une externamente . . ···,., .·" ·., 

mientras que elácido bongkrékico inhi:_ 

be el trarispórÚ•d~·¡{DPfATP solamente bajo coridicio~es las cuales favorecen 
. . . . .. ' ';' ',.:: . . · .. "~:.: ,, .·, .. :·.;· . ' , ' . 

su penet:ra.ci~i1:'~;l~··m~1:riz. mi tocondiial (25),( En ipartículas mi tocondriales 

con ori~nfación ~~~ia: ;afúera ( "i~side out"l·'·C>~urre la situación inversa, 

esto indica que la asimetría de enlace del acarreador ADP/ATP con respecto al 

atractilósido 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 topografía o el funcionamiento del acarreador (55). Como ya 

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

nas biol6gicas caen dentro de dos clQses: acarreador m6vil y de poro fijo, 

(9) • 
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El acarreador. de ·aaenín nucié6ÚCl65' es una proteína inttínseca: de la membra 

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

brana (54) •·~· 

El modelo .. d~ acarreador móvil· _satf#aóe; su cinética de transporte; la de-
.,' - ;._.: ... :, .. . .. 

pendencia:>:~~; la: veÍÓcidacl de trari~~brté cori ~~~pecto al ambiente llpídico; 

la ásime:fi.h. dei ·.transporte de ADP/ATP; y con respecto a los'.s.itios. de en-

lacé de losinhibidores. 

En.contra de este modelo se argumenta que, aunque es una molécula altamente 
.,,._,' 

hidrofóbica. los residuos iónicos deben hacer su moviirti~n~o a través de la 

membrana tennodinárnicamente improbable. Adernás1•este riic»ci~io ·no explica su 
: ;': .. '._ 

proximidad. con· la F
1 

- ATPasa, 

1··'' 

El mecanismo de canal de l?ºro flj.o>~~plica bastante bien la asimetría del 
·;--· 

transporte y de la uriión' .de lo~ 1'i.nhibidores, además está en concordancia 
·,. . .•... ';:;.e· .. , . 

con la posición fija a~i. tr~ti~o~ta~or cerca de la F 
1 

- ATPasa (E. e. 3. 6. l. 3. 

ATPfosfohidrolosa) ( 2si:~ 
·;~~_:y;;·; .·.r' 

Dos modelos han sido: ptb~ti~stÓ~· . .\:oma?ldo ·en cuenta las propiedades de unión 
),_:¡~·_;". ' ,_::~:.~»<'.':, ·\~: . 

ae atrac~ilj:s{í~!,~;l~~!~~0~t~~~Íco,. . .. ·····.·, • ... 
En el primero.·B~qckjt'Y:.:::p.c:>l:•"Y/.asumen· que :la .proteim!r. ~?Ari,~td~ra ,cruza:·. la mero 

brana Y. po~;~ 1~6J)f ~~~~l~~~~¡6n .para ·~ atTu";f ~~~~~~~~,~~Í~~i.1~ caSi externa 
(citosólica) y oti"o)pá;fa::cel Ac, .bongkrékfoo sóbre~1a:' cara· interna (matriz); 

. · .. ' ,: .. /;' ·.:-,:.~:··,·,·:,'~;· ·-·~·.: ' .. ,,.::·. ,.·.:,, ';:;.· . . • .:,<.-., ..... ~.1¡;!"'·,'' :· .. ; . > 
;; ·:·/:.<<·;. ;,·>. ;. '·-:,:, :«' 

la interacción entré.e.st6~ sitio¿s.:d~bei:i~- ~ritó~6es ser indirecta ( 56) • 
' . .') .. '. ,: 

. . 

Un segundo modelo, es. él plant~~do·porKlingenberg y Col., quienes suponen 

que el atractilósido y el ac, bongkrékico se enlazan en el mismo sitio que 

ADP o ATP sobre el acarreador el ·cual está alternativamente orientado hacia 

dentro y hacia afuera (57). 

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



activo hacia el lado de la matriz, la cual enlal'!a ácido .hongkrékico, y ~~-. 

forma "c" con el sitio activo expuesto hacia la superficie citoplásmica, 

la cual puede enlazar carboxiatractilósido pero no ac. bol1gkrékico. La foE_ 

44 

ma "c 11 puede ser convertida a la forma "m" y de esta forma se hace el trans 

porte de ADP a través de la membrana, pero este cambio-cbnformacional solo 
, . ···:.·,. --- ·. .. 

puede ocurrir cuando el sustrató>esta enlaz~do: al'- acarreador. El aislami~n-
'-· ,· .. ; : ' ¡ ·' :·;· ·'-· ~.: :: ••. :.:_;::·' ;·?~-· ' . 

to. de. estas dos fÓrmas dei-;fr~n~pbitadó~· de ~;áe~Ín. nucleótidos. confirma esta 
, ·.: ' . .",>~.(~~?.\'.'.".;·~:·~··<"r:.~··".~.:;~·,:>'.:·~·· , .. :.·.·. . . "· 

Aunql1e/.ú;:~rotéi:~~· .. 6bri: carboxi~tractilósido y la proteína 
. . .· .. ,·,,, .. , ;: ,''!. ·_. .' " . . . . . - ' ' ' . . :· 

~ .' ' '; . ·:. . .... .'' 
interpretacion. 

con ac. bongkrékico·· tieh¿~.;~i.mismo peso moleculár y la: fu.is~~ composición 
, ~ •• :,, • - . 1 . • • 

de aminoácidos (48), ~()~'irununológicamente diferentes (5~). Además difie-

ren en su sensibilidad a reactivos para. grupos·_._ SH y la.~digestión proteo-
"-.' 

lÍtica. Sin embargo la conformacióri,.J?~oteína;~g~f~bxia·h~ctilósido puede ser 

ctco:::(·4:Br:) :.·::i:n::• ~:n:o:~c:::g:j~-~~~E.llº_¡!J[;º:a::r::r::::: ::t:º:::c 
.. .... :\::, .. · .. ,,.;.!.:,~~·:;·::',::::· ,::_, ..... ,--::r~ ¡··:,:".- ·,_.::.·-, ",:, 

.·-.: . ':··. r:: .. ··::_ ;·.:._·· .. ·~,\,t'",,•;'(,:.·. .=····\. 

1 . . ·.·. · ... :·'.~.:·~: "'.;: :_:. ":: ';:_:~~,~:).·~~';.~~·:7· .:.-::~ -~ .. :.·,''.J.;-,.;:-.:;; .. :y~~'.~\~;:· .. ~_;/:.\:;.~.:.•"_.-:.:.;:<~ -.~:i::'.: .. -~ ! ·,: ·._,. ' 1 _. 
Klingenberg ha··-visualizado,'.;·a esta''.prot.eina•.:.cc.>11/•un :"centro:';qe fl.J ac1on de 3 

. . . ·. . . . '• .:<:/'. ,. '· .• . >.~::.:.d:};.:;y¡·:·;·il::~~J".i'.>· 4 ... 
cargas positivas·. (Fig~)\17;>):':(; de esta\manera~ •al ·.U'nirse~~cgpjfel 'ATP en el 

··· · .. . . · ··-····· .:· : • ... ·_.::-.· •. ·.2~:'.·h ··-<•···•··. · .·· .. ·_· ,,)•_.>·.. ·/ .'_::r?.i·.·,c.:!·~r.;,·;·:~·ni:!:_'.\fü;·" ... 
lada· internojse.\fprmar:i:a>uñ•complej o con· cargiljp~.g~~~ya 1.:a,e- ::1··•.y · _el potencial 

·. . .· .. ·:,•.•;~,;::,,.'\·, •.. ,,:;.<'.·· ·· • ······. · · .··•• .. ···· .• ·.··.·· · ... •· .<.:'-;é~·,,:'.' .. '.i~{!,i:'.?::·:~.~i'::~D.:f:·X·,.:' .·. . 

~:~:¡r~~~1t?i~~~~~i~,~~:.r:;~;;~t~~'.~{~~~~:;'t~~l!~~f ;::::º 1:::::n-
·e1ed~roneli~~o-·y:':ho'.t#'~$~~~~r.~a .. á,lffpé~~f1pial.._Es.~e'•.modelo secuencial explica 

alguna$ é>bse<".iiá\.~iii~i~~~í~~ C ili~f f éo J.Pero supone que sólo existe un 

sitio de fijación\;.':~~~b:H~ 5.iao 'cu~stionado recientemente ( s9> • 

Estudios de fijación con análogos del ATP han revelado la presencia. de al 

menos dos clases de sitios de unión tanto para sustratos como para inhibi-_ 

dores específicos, experimentos cinéticos utilizando un rango amplio de 

concentración, sugirieron la existencia de una cooperatividad positiva y 
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la consiguiente formación de un complejo ternario nucleótido
2
-proteína (60), 

(61) • De acualquier manera, estas observaciones aún pueden acomodarse supo-

niendo un sitio de unión. 

Recientemente ha sido reportada la secuencia de los residuos aminoácidos de 

la translocasa ADP/ATP,de mitocondria de corazón de res, una característica 
• ,·' ,.' • • • . "•¡· ' 

tante hacer notar que de 19 Glx solamente 6 están en fornía ácida, mientras 

que de 23 Asx 15 están en su forma ácida. Estas se contraponen a 23 lisinas 

y 17 argininas. La diferencia resultante corresponde a una carga neta posi-
. . 

tiva de 18, considerando· el. e terminal y el N tenninal bloqueado. Esto está 

Secuencias hidrofóbicas, o al menos secuencias no interrumpidas por grupos 

cargados de más de 20 aminoácidos se encuentran de Tir (111) hasta Leu (133) 

y, como previamente se había duplicado, la Ile (209) hasta Phe (230). Otro 

candidato para un segmento hidrof6bico se extiende de Gli (171) a Tir (194), 

interrumpido solamente por Arg (187) • 



10 
H N-Ser-Asp-Gln-Ala-Leu-Ser-Phe-Leu-Lis-Asp-Phe-Leu-Ala-Gli-

2 20 
Gli-Val-Ala.;..Ala-:-Ala-Ile-Ser-Lis-.Thr-Ala-Val-Ala-Pro-Ile-Glu-

30 40 
Arg-Val-Lis-7Leü..:Leu-Leu-Gln-Val-Gln-His-Ala-Ser-Lis-Gln-Ile-

. ~· ' ;, ) '; .···. 5 º· . . . . . 
Ser-:-Ala'."'.Glu..:11s-Gln-Tir- X -Gli-Ile-Ile-Asp-Cis-Val-Val-Arg-

60. >,::.:· ' :.;, : ,<, . 1. ·. 70 . .. ' ,.· . 
Ile...;Pro...:Lis~q1u; .. :G1n,...Gli-Phe-Leu-ser-Phe-Trp-Arg-Gli...;Asn...:1eu-

. ' >< ' ·ªº ' · .. · . . 
Ala-Asn-Val'."".Ile~Arg":"Tyr-Phe-Pro-Thr.;..Gln'."".Ala-Leu-Asn-Phe-Ala-

90 ' . . .· .. . '. . ·.. 100 . 
Phe-Lis-Asp-Lis~Tir;;..Lis-Gln-Ile-Phe,...Leu...:Gli-Gly-Val'7Asp-Arg-

.. 11.0 . •. . . 

His-Lis-Gln-Phe~TI'g.-Arg":"Tir_.Phe~Ala":'Gli-As!l.-Leu"'."Ala-se.r-:-c;li-
120 ' •; 1'30 >:'; ; .. 

Gli-Ala-Ala-Gli..:.A.ra-Thr-:-Ser-Leu-Cis":"Phe-val7:Tir_.Pr()'-:Leiu~Asp-
140 '-''.', . ,i;.,\. . . ' . ' ' . , . ; .. : .. ,. .... : .\, . ,., . 

Phe-Ala-Arg-Thr-Arg-Leu-Ala-Ala;;..Asp.;..Val;;..Gli~Lis~Gii~Alá.;..Ala-
150 ' l6Ó >. . •.. · •.. 

Gln-Arg-Glu-Phe-Thr-Gli-Leu-Gli-Asn-Cis;;..Ii~7Thr~Lis--Ile-Phe-
l 70 . ·.·.··. ·. ·. ·. ·' 

Lis-Ser-Asp-Gli-Leu-Arg-Gli-Leu-Tir-Gln':"Gli'.'."Phe-:Asri-Val-Ser-
18 o · · · ·190 . ; · · 
Val-Gln-Gli-Ile-I1e-Ile-Tir-Arg-A1a·"".Alá'.".TÍr4:Pl1~'."".Gli-Val-Tir-

200 
.. ' .•.. •:· .............. .. 

<: ,·:·-:)::'. .. . :r'.r 

Asp-Thr-Ala-Lis-Gli-Met-Leu-Pro-Asp:C:Pro...:.t15;:-Asn~va,~'.'."His-Ile-
210 . . ... · .. ··.. i '<.;\· .'.·'22'0!·>'•)'_/:.'.:'.·'.<;~; 
Ile-Val-Ser-Trp-Met-Ile-.?\lp.-Gln"".Thr-:-Val-Thr~Aiá;-.VaJ:0Gly7Leu-

2 3 o ' . .. ·. . ' . . . . . < .X· .. .:.:::i::: ':, > ; 2 4 o 
Val-Ser-Tir-Pro-Phe-Ásp~Thr-Val.;..Arg-Arq-Ar.g"'.'.Me·t:;;;M.~t;;.Met-Gln-Ser 

' . .. . 250 . . . . •.... 

Gly-Arg-Lys-Gly-Ala-Asp-Ile-Met-Tir-Thr-Gli-:Thi.;..Val.;..Asp-Cis-
260 ' .. ·· ... •·· · .. · .. ' •. 270 

Trp-Arg-Lis-Ile-Ala-Lis-Asp=Glu-Gli-Pro-:Lis."".Á.lá;;;;Phe-Phe-Lis-
280 .... ; .. ;i 

Gli-Ala-Trp-Ser-Asn-Val-Leu-Arg;.;.Glu~Met;.;Gtf..:.l31i-Ala-Phe-Val-
z 9 o . ··:· -..... :.; :·::.> '·:·-.:(·.·\:, .. ~-¡'.- . 

Phe-Val-Leu-Val-Leu-Tir,...Asp-Glu-:-Ile-;Lis.;..LisiPhe-Val-Oh 

Fig. 18 Secuencia de aminoacidos del acarreador ADP/ATP de rnitocondria 
de corazón de res. Se subrayan las posibles agrupaciones decargas 
positivas. (62) 
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Frecuentemente se han implicado segmentos hidrofóbicos de alrededor de 18 

aminoácidos en la formación de alfa hélices que atraviesan la membrana. En 

concordancia con esto, al menos 3 de tales segmentos están presente en el 

acarreador ADP/ATP, aunque se ha visualizado que la proteína esta completa-

mente embebida en la membrana~ Además puede esperarse que la estructura pri-_ 

maria proporcione el dominio estructural del sitio de unión, el cual es 

característico de los sitios de unión para nucleótidos de varias proteínas 

(62) • 

Usando un prog:r;:ama de> computación Matti y Walker h.an ·propuesto un modelo 
.::.\';• 

el. acarr~ad?~.?~ri.'1h membran~ .suponie'ndÓ, que existen tres hélices correspon-

dié~t~~.·a la 'tres regiones no plares ·· ( 63) • 

MODIFICACION DE .GRUPOS FUNCIONALES EN ENZIMAS. 

La comprensión de las bases químicas de la catálisis enzimática continúa re 

presentando una parte muy importante de la investigación en bioquímica. 

Es muy común en • lá pr~~tJ.b'~ hablar de especies químicas, las cuales alteran 

la estructura covalerite de.un.péptidoo una proteína de una manera controla 

ble o límitada, como reactivos pará•un"grupo específico". 

El término "grupo específico" . ~e~~esénta un nivel de optimismo no siempre 
, :.:.;~.~{·;· .. 

. •.\ 

alcanzado en la práctica; el térmfoo·"grupo selectivo" describe más adecua 

damente la realidad del éxito en una modificación química de un solo tipo de 

grupos funcionales en una proteína, la exclusión total de otros tipos de 

grupos es una excepción, mas que una regla. 

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

aminoácidos hacia un reactivo particular; para ser capaces de demostrar el 

mismo orden de reactividad de estos aminoacidos en una proteína natural se 

deberiin considerar muchas variables.,No solamente es común observar marca-_ __, 

das variaciones o aún inversiones en las velocidades de reacción relativas, 

si no tambi6n encontrar grupos en la macromol~cula proteica los cuales son 
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considerablemente más reactivos que los mismos grupos en compuestos más sim 

ples. Tal "super-reactivad" puede existir aún cuando el grupo involucrado 

no tenga relación directa en la función catalítica de una enzima o donde el 

reactivo no está favorecido para unirse a su sitio específico. 

La disminución o aumento de reactividad de un grupo funcionaLen la proteína 

puede resultar·de: 

a) la influencia de las:Ca:rácterísti~a~~del 
•:": . ,.,. - ,. ... .ambiente de la 

proteína sobre el g~\l~b'·.~fci?lc:{~nar,'.:b· . 
.... ,.·',',· . ··, .;.,',,·:"-· 

).·:<·::·: ,,o-:,;.,,,.-, 

b) Interacciones entre el téáC:ti\l'C:{y'; ~l 'ambiente de la proteína, 

e) o de a) y b) al mismo tiempo. 

A continuación se enumeran algunos de los factores que pueden influir en las 

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

res generalmente no son observados en.moléculas más simples. 

A.-Efectos del ambiente de la. proteína sobre grupos funcionales: 

1.- Protección e~t~:i::ic~ total por la matriz de la proteína 

(dando com~ res\litado_, inaccesibilidad del grupo a cualquier 

reactivo, sin importar su tamaño). Tal protección también 

puede ser dada por un cofactor, substrato o inhibidor. 

2. - Puentes de hidrógeno ( c;{erieralmente incrementan el. pK, y pu~ 
: -~ . i ,' 

den aumentar odisminuir\¡· re~cdvidad de nucleófilos). 

3.- Efecto del campo eléctrico por grupos cercanos con carga 

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

4.- La polaridad del medio ambiente local (las regiones lipofíl~ 

cas generalmente reprimen la ionización; el efecto sobre la 

reactividad varía de acuerdo con el tipo de reacci6n) . 
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- -
5.- Interacciones covalentesreversibles, por ejem: la formación 

de hemitioacetales (disminuye el car&cter nucleofílico). 

6.- Interacciones de transferencia de carga de sistemas de 

electrones (pueden alterar la.reac1:ividad en cualquier di-

. recciqn) .• 
·.'· . . .. '., : 

B. - Efectos del\unblente de· la, p~dteína' sobre.• el ~eactivo: 
.:.,;· .. ::<.::: 
'" .. , ' '':'1".',)'.. •.· ".\,. 

1.- Alisorci6n/S,0~1~&~Y~~r~~f cj~~~f~v~}f r§~i~"~ la reacci6n (in-

crementa la. reaci;iv,id~d; pgr!prO)C~midad y efect9s cinéticos) , 

2.- Interacción electrostáti'cáccín grupos cargados en la vecin-

dad (pueden atraer o repeler al reactivo de acuerdo a su re 

lación de carga), 

3.- Protección parcial estérica por la matriz de la proteína) el 

grado de protección depende del tamaño y forma del reactivo 

(conformación) •. · · 

4.- Polaridad del medio ambiente local (el efecto depende del 

mecanismo de reacción). 

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

impedir, dependiendo del mecanismo de reacción). 

6.- Restricción conforrnacional (El grupo funcional puede ser 

incapaz de alcc.nzar la conformación necesaria para un mecanis 

mo de reacción particular). (64). 

Para evitar ambigüedades en la terminología, se han establecido definiciones 

operacionales de los terminas empleados en este tipo de estudio. 

Sitio activo. Se refiere específicamente a aquellos átomos de las cadenas late 

rales de las proteínas, directamente involucrados en el paso catalítico, por 

ejemplo: los procesos de rompimiento o formación de enlaces. 
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Esto puede involucrar, y comunmente así es, más de un solo átomo o residuo. 

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

lace del sustrato, especificidad y catálisis, por consiguiente, esta definí-

ción incluye.el sitio.activo. -··---
Los grupos de unig~:1:a~i.·~ust~~~b están directamente involucrados en la adhe-

.. ·-'.'·,..,·,,-.-:;.~::. ~ ~ ,"'• 

sión no covalenteYci~]XF~'Ustrato. al. centro activo de una enzima. El número y 
:;_~t:·. ·..:.-.::' 

naturaleza de tale~'grupos puedé:variar, dependiendo del sustrato particular, 

y de aquí que, tales. definicionesE_ueden.ser algo arbitrarias. Los sitios efec 
' . __ . 

tares están compuestos de grupos: ;tqpológicamente remotos del centro activo, 

los cuales pueden interactuar.coridtros ligandos además del sustrato y de 

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

tructura y conformación. 

Así es que, mientr~s>l.oE:! sitios activos ahora conocidos consisten de un nú 

mero multiple de l:'.i~'.i.duos; se requieren además, residuos adicionales para 
= .. <:r:-:~ú/~.'.·' ·:: >,. · · 

·';·.-,J ';;..; 

la especificidad e'ri·'el .. enlace del sustrato.· Esto incrementa grandemente la 

compleja tarea de interpretar ·lás :consecuencias de la modificación química 

en terminos específicos. No obstante ia modificación química de residuos del 

sitio activo, es el enfoque que hag_anado mas amplia aceptación en el presen-

te (65). 

Junto con el incremento en la.aplicación de las modificaciones químicas, 

también se han dado cambios en el enfoque experimental. En estudios antiguos, 

la intención era bloquear o alterar todos los grupos funcionales disponibles 

de un tipo particular y entonces observar el efecto de esta modificación so-

bre la actividad enzimática y propiedades físicas. En estudios más recientes, 

el objetivo ha sido modificar el mínimo nGmero de grupos, de preferencia uno 

y determinar el efecto de ésto sobre el equilibrio de unión, velocidades cata 

líticas, alteraciones en la especificidad de sustrato, etc .. La posibilidad 

de usar una modificación química selectiva y limitada como un medio para 



reconocer la estructüraterCiaria, mapeo topolcSgico y detectar cambios 

conformacionales .• ha sido ampliamente reco!l~C:ida. Bastante información ha 

sido adquirida ,-,~f;'t~c;tlizar·modi.f icaciorie~!Ümi ta das 

cia de. var'f ¿~,i~R~~~i~oS o in~{~~~f ~s(l('~tf i,,(' .. 
en presencia o ausen 

' . . ',· :·~.~- /' ::. .., . 

En lo que se ~~Ú¿t~, 'aü mapec/" del ~f~io,' ~~'úvo ;del acárreador ADP/ATP, 

Block y coi. han'~ublicado un t~abajo, f~atizado erl~itocondrias de cor! 

zón de res,, eri ·eli. cual estudiaron el papel de los ~esiduos aminoacidos, 

Triptofarib'.y:arg.Í.nina, en el enlace de dos inhibidores específicos de la 
.. :·~ ·:'·: .. ·"· 

trarisiob~~'~ .. -{~;t~d~f.irósido (ATR) y ac. bongkrékico (A:S) (66) ~ 
;~·.;,:~·?}'i\f!",!>l~i',·~;'.;.''.'.?'~-'.::·.:·••d · ·' · 

Ellos. investigaróii",ésto por medio de modificaciones químicas con bromuro 

de 2-hidroxi-S~nltrobenzilo (HNB), un reactivo muy selectivo para resi-

duos de triptofano y con 2,3-butanediona y fenilglioxal, dos reactivos 

los cuales modifican residuos de arginina. 

La unión del atra·ctilósido se inhibió rápidamente .con~NB, mientras que 

la unión del ac. bongkrekico no se vió afectada.•;i;{J~fi5n de atractiló-
;··C ,.'. i,::• 

'"\'.··>;)~' .. : 

sido fue también rápidamente inactivada por butanediona y fenilglioxal, 

mientras que la unión de ac. bongkrekico fue inactivada lentamente por 

estos reactivos. En todos los casos la inactivación disminuyó los sitios 

de afinidad sin modificaciones de los valores de Kd de los sitios rema-

nente; además se logro mediante preincubación con los ligandos una pro-

tección específica de los sitios de unión de el ac. bongkrékico y el 

atractilósido. 

La protección contra la inhibición por HNB mediante preincubación con 

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

de HNB enlazado. La sal de sulfonio del HNB no interfiere con el enlace 

de atractilósido. Como el HNB es un reactivo penetrante en contraste a su 

sal de sulfonio, y las reactividades químicas de los dos compuestos son 
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similares, entonces se infiere que los residuos de aminoácidos modific~ 

dos por HNB están localizados en una región hidrofóbica de la molécula de 

acarreador ADP/ATP. 

se estudio la inactivación del enlace del ac. bongkrékico y del.atracti

lósido por fenilglioxal como una función del enlace específico de (14c) 

fenilglioxa~ sensible a atractilósido y ácido bonkrékico respectivament~ 

te. 

Los datos son compatibles con la hipótesis de que el acarreador ADP/ATP 

es una proteína asimétrica que cruza la membrana mitocondrial interna, 

siendo esta asimetría reflejada por distintos sitios de unión preexis-

tentes para atractilósido y ac. bongkrékico aunque también se podrían e~ 

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

para ambos ligandos. 

Estos resultados ponen de manifiesto que los residuos aminoacidos Trp y 

Arg juegan un papel importante en el sitio de unión del acarreador, en 

este punto es importante hacer notar que el grupo guanidino de la Arg se 

encuentra cargado positivamente, lo que facilitaría la unión de los 

adenín nucleótidos e inhibidores de la translocasa los cuales, corno se 

sabe, tienen cargas negativas. 

Ahora bien, analizando la secuencia qe aminoacidos ~e~ acarreador ~DP/ATP, 

nosotros observamos que están presentes 20 Lis, además de 17 Arg, El grupo 

amino primario de la Lis también se encuentra cargado positivamente, lo 

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

los sustratos del acarreador de adenín nucleótidos. 

La pregunta concreta fue la siguiente, ¿ que papel juegan los grupos amino 
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en el funcionamiento del acarreador de adenín nucleótidos en la mitocondria?. 



Para responder la interrogante se utilizó un reáctivo'espec'íffoo para gru-

pos amino primarios, la fluorescamina, (4 - fenilspiro [fur~mo 2 (3), 1' -

ftalan - 3,3 - diana), este reactivo forma un enlace coval'ente con estos 

el medio para dar subproductos no fluorescentes. 

Además el carácter lipofílico de esta sustanciafaC::ilita stipenetración en 

la membrana mitocondrial. 
•' .. ,.·, 

Las características· ante:r;-iores hicie.~on d.e lá _fltipre,scamina ;Un reac:tivo 
- ::;.: .. ·. . ·. ,:·,.r.····. 

adecuado para el mapeo deJ. -:sitio ~dü vo de la Úan'.~i6casa. ··• .. · 
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MATERIAL Y METODOS 

MATERIALES 

- Sacarosa 

- EDTA (ac. etilén diaminotetraacético) 

- Tris (hidroxiaminometano) 

- Na
2 

co
3 

- cuso4 

- Tertrato de Na-K 

- Reactivo de folin (ácido fosfowolfranomolibdico, complejo llamado reactivo 

de fenol) 

- Albúmina bovina 

- NaCl 

- NaHlo4 

- Succinato 

- KCl 

- ADP 

- ATP 

- DNP (2,4-dinitrofenol) 

,. HCl 

- NaOH 

- Oligomicina 

- TCA (ac. tricloroacético) 

- H2so4 

- (NH 4) 2 MoO 4 (molibda to ele amonio) 
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- Feso4 

KHl04 

- [c
14J ADP, [c

14J ATP 

- ATR (atractilósido) 

- Borato de K (K3Bo3) 

- Filtros millipore tipo HA de 0 .. 45 um de diámetro de poro. 

- liquido de centelleo (tolueno + p - terfenilo). 

- Fe (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 

rápido (Fig. 19) 

- Corazón de perro. 



COOH 

o 

Fig. 19 

REACCION DE LA FLUORESCAMINA CON 

GRUPOS AMINO PRIMARIOS 
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METO DOS 

- Obtención de mitocondrias: 

Las mi tocondriá,s de corazón de perro, fueron obtenidas usando un Poli trón 

mezclador //d::~~~~rdo 'ªl ,método de Brierley. y cC>L ;(G7), <en un' medio que 
.'_:~.'·;'~··:/<'.L>.~-> - - ··"·:.:y·~ .. · .. ,~/;.:,..,. . .. 

cont~nía sad~~~s~':o, 2S ·~;lar, EDTA.1 núnofar .. ·y .~jÚs'tado. a .pH:, 7 ~ 3• con Tris. 

- Determinaci6n de proteína. 

La proteína fue detenninada por el método de Lowry y Col. (68) usando 

como estándar albumina bovina cristalizada. 

- Medición del control respiratorio de las mitocondrias. 

La respiración mitocondrial fue medida polarográficamente usando un elec-

trodo de oxígeno en un medio que contenía 10 rnmolar Pi {fosfato), 10 

rornolar succinato y 100 mrnolar de KCl, la reacción se iniciaba añadiendo 

20 ul de ADP de una solución de ADP de 20 mg/ml. 

- Determinaci6n del transporte de r14cJ y r
14cJ ATP 

La velocidad de transporte fue medida siguiendo el recambio de [
14cJ ADP y 

14 [ C) ATP en mitocondrias a temperatura ambiente en un medio que contenía 

0.2molar de sacarosa; sal reguladora de borato de potasio 0.01 molar, pH 

8. 3, 1 mg de proteína mitocondrial y 20 nmol/ml {20 umolar) de ¡14cJ 

~DP ó ¡14c] ATP, cuya actividad específica fue de 776 cpm/runol aproximad~ 

mente, 

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

20umolar de atractilósido, 

Una alícuota de mitocondrias era lavada con 5 ml de KCl 0.5 molar en un 

14 
filtro millipore de 0,45 um de poro y luego el e se cuantifica en un canta 

dor de centelleo. 
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- Determinación del efecto de la fluorescamina. 

La adición rápida y la agitación son esenciales para obtener resultados 

óptimos. La fluorescamina que no reacciona es hidrolizada en productos 

no fluorescentes en cuestión de milisegundos. Para ver el efecto de la 

fluorescamina sobre el transporte de ADP y ATP, se agrega.ésta a dife-

rentes concentraciones disuelta en acetona antes c;leagregar.los·nucleó 
·:·.-··.~.·. _ .. ,··e, . . ' .; , , , . -

tidos .al medió desctit~anteriormente. Los fluoróforos resultantes son 
:-: .. ··-, / ,~ ~:': '.- .: 

".~::. :~><<·-~..,'"-:«·:<:\"~~;:;-~-'.:' ''- ,; •,) 
estables durante)vari'ashoras. 

- Determinación de la actividad ATPásica. 

La actividad ATPásica mitocondrial fue medida por al determinación de 

fosfato inorgánico formado a partir de ATP, el fosfato fue cuantificñdo 

por el método de Sumner ( 69) , 

- Preparación de mitoplastos. 

Los mitoplastos fueron preparados usando el método de la. digitonina re-

portado por Green Walt (70). 

- La electroforesis de proteínas, fué realizada en geles de poliacrilamida 

al 7.5% y dodecilsulfato de sodio al 0.1% como lo describieron Weber y 

Osborn (71). 

- Determinación de la fluorescencia en mitoplastos, 

La proteína de mitoplastos (10 mg) fue añadida a un medio el cual contenía 

NaCl 120 nmolar, borato de potasio 2 mmolar, pH 8.3. La fluorescamina fue 

añadida entonces a este medio en una concentración 270 umolar. 

Después de centrifugar se realizó la electroforesis con alícuotas que coE_ 

tenían 150 ug de proteína. De esta manera se obtuvo el patrón de fluores-

cencia, 

En otros medios iguales e~ descrito arriba, se vió el efecto protector 



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

inhibidor atractilósido añadidos previamente. 
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RESULTADOS 

- Efecto de la fluorescamina sobre el transporte de adenín·nucleótidos. 

a) la fig; 20 muestra que la fluorescarnina inhibe el recambio de [c14]~DP, 

llegandoap.Í:e>~i~~~arnenfea 70% de inhibición a una concentración de 

100 umoiar./ 

En ef recuadro, en la gráfica de dobles recíprocas se encuentra el valor 

de Ki (71 umlar) • 
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b) Como se ve en la fig. 21 la fluorescamina también actúa como un inhibidor 

14 
del recambio de [C ]ATP. 

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

un 80% de inhibición. Y al graficar las dobles recíprocas se encuentra una 

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

c) En la fig. 22 muestra la determinación en forma conjunta de las constan-

tes de inhibición del transporte de adenín nucleótidos, siendo ambas del 

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

d) La gráfica de Leneweaver-Burk del efecto de la fluorescamina sobre el 

recambio de [c14JADP, nos muestra que la fluorescamina actúa como un 

inhibidor competitivo. En este experimento se añadio 24 umolar de fluores 

camina como se indica en la Fig. 23. 

- Comportamiento de la fluorescamina, en )?:r:esencia d,e ¡;¡,trncti~ÓsiO.o,' up. inl¡i ... 

bidor específico del-acarreador de adenín nucleótidos. 

a) La fig. 24 muestra el efecto de la fluorescamina sobre el recambio de 

¡c14 JADP en presencia de atractilósido. 

En este caso, primero se agrego atractilósido de una concentración que da 

aproximadamente el 50% de inhibición (5 umolazj y luego se puso la fluo-

rescamina a diferentes concentraciones. 
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Como puede observarse el atractilósido tiene un efecto protector contra 

la unión de la fluorescamina. La gráfica de Lineweaver - Burk ( ver el 

recuadro) muestra que existe una modificación de la Ki de la fluoresca-

mina. 

b) Las condiciones del experimento, ·mostrado en . la f ig. 2.? son· iguáles al 
' ' '-!.;_:.··:.' ... _. - -·· ' . 

,<'· 

anterior ex'?epto que en este. ~aso PI'ime:r~ se 'afiaaió ia~.fil.l'orescamina a 
_; .. _,\,", -~·'':.;,' .·;.;-. ·.·• 

. .:;_ .. :.:_/,';'.(":'><· -: <\·:,::/ .. ~~¡;;~-~<;·:\/~~~--~.:<~;_··.:y;::::--~, .... :_ ,': '.· 
diferentes concentraciones y. luego,,el:at:rac:ti:losido• a la concentración 

::_: .. :,.:·_\ ' ":·t.::-< .~,,:~~- ~ .. : ·-.~.:, ''.: 

que inhibe aproximadamente el so\; ·CS .iliri~i~:~):H Aquí se puede observar que 

la fluorescamina tiene un efecto protectoré::ontra la unión del atractiló 

sido, ya que los efectos inhibidores no se suman, En la gráfica de 

Lineweaver-Burk se puede ver que también existe una modificación de la 

Ki de la flourescamina. 

- Detenninación del efecto protector contra la unión de la fluorescamina, de 

los ligandos ADP, ATP, así como del inhibidor Atractilósido, en mitoplastos. 

Se sabe que el acarreador de adenín nucleótidos tiene un peso molecular apr~ 

ximado de 30,000, basándonos en ésto se observaron' las variaciones que sufre 

esta banda en un perfil de fluorescencia de rnitoplastos, 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 proteínas de mitoplastos teñido con azul de 

Coomasie. En éste, está indicada la banda que corresponde a un peso molecular 

de 30,000. 

A continuación se muestra el efecto que tiene el af\a,dir l.os ligand,os, previa-

mente a la adición de fluorescamina. 

La adición de ADP 200 umolar (las condiciones experimentales son descritas en 

Material y Metodos) hace disminuir en una proporción considerable varias ban-

das de fluorescencia, incluyendo la correspondiente a 30 000. 



Como puede verse (en la misma Fig. 26) el ATP a una concentración de 200 

umolar tiene una unión más específica que el ADP pues disminuye la fluo-

rescencia en la banda de PM 30 000, dejando fluorescentes a varias bandas 

en el e:xtremodereCho del perfil. 
"''····.!_.:• 

' '.· ·. .._: ,: '-.' ·, : ~··. •' :'"• - .: (, ,· ..,. '"., - - '' 

Se sabe que 71.atractilosido se une con gran especificidad sobre el acarrea 

dor ~~~~~:¡,,,,¡¡~iirj~drn;t r hon ésto. se ve )~~º so~~·•t: hao~ disminuir 
la fluor.escencia:: en~.:la banda de PM 30 000, de1ando las demas con gran seme

. ·:.··~·:·,":; - ~-,\-:";:,:: ..... :\·~ . 

j anza al c~nf~cfri' d~> Úuorescencia. 

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 métodos). El 

ATP está a concentraciones saturantes en todos los casos, ya que la Km del 

acarreador para el ATP es de 100-150 umolar. 

Es importante señalar, que se ha calculado que de la fluorescamina añadida 

sólo penetra el 2%, de aquí que no pueda afectar directamente la actividad 

de ATPasa. 
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rn l\TP ( 200 umolar) disminuye igualmente la intensidad de la fluorescencia 

en varias bandas, incluyendo la correspondiente a la banda de 30,000 aunque 

en menor proporción que el ADP. 

El atractilósido (200 umolal\¡), disminuye la fluorescencia en una forma más 

específica, es dec_ir baja !~fluorescencia. eri·la..Í:)anda de,30K,· fo::; demás 
• ' - ¡ '-'. - ' ' • ' ' ,.•' ' ; - '; ~~: .·,-_' ·: .;,:- . ·, ' ... ,· ·, ... . ': 1 •', • 

bandas comparadas:· ~6n··· e1··.··.·6onv8{>a~··~l~6g.~;~·&~~c:i'~;·:c:1~t no ai~~i.!}\lyen. 
;.~· .. :~-<.'-z:_;·~---~--- ~ > .. ::¡:;,,;...'~,tf; ·.· .. ·, ._.;-: ·.:, ·,· ·,,, 

- Protección del ATP contr~ l~,:~P~c'f:Q}~b'f~t}~E! la:;acÜvidad ci~ ATPasa por la 
" ,,_ ·-· .. ·~- - ! . ::·:_;./::·:< "''.'' 

',·y·::;~\ '·«· .: :_ .. ~::~'//i.: 
, .. \• ·-· :~ __ :-· ,..,_..., .. ;_ " . •;, -· :·.: ·, 

• . 1-.>t. ' •• «' .. '~I: '-']¿!.", ... ' '., .,'1 ·~-.-·, .-'.: . .:,•. 
~- . .. :. ' <:·· •'• :' - '--~- ,o ,::.:· ••• : 

fluorescamina. 

. ._·; ... _ ::-:·_:·-~-~~/ .'rf;.\:.> '.'::,.,·.;;.;··;;\..::/.·:<> ·: .. :·\~-~~-::.:· .)·(~:, \ , -:: , ,_ ~-";'-~" .. . .~/: .. ·. ·,::; . . ;:.· ~ '.:.· \; ... ~ ... :: 
El acarreador ADP/ATP suministra,·er:.:sústrab:) ('ATP.:O'cADP)'aHa:'J? , - F 

, -. ·.: ;' ~?:."::.:.~~·'..;_" ~/:-,-,:;1:\~~-:1:'':<~ :·:,< "~::\'.<~S.'·;·-:~\:<:·~--.:, . .-: . , ;:;{\ .. '.(·.:'.".·:;·:7;:~.:~\~~;(':,:·.'::'.\/.:;:·:·:.!,~~: ... •.: •. '.·.•.~.:.·)\~.:. ~:'. . , o 
. · ..• ···.·.····.: /.Jf L{)');;';.': '/ .': ;~<·>~\<'<~. '. , .. :.;:;; .. ::{'':'\ , <. :\., .··:".· . 

ATPasa para que · .. ésta ;lléve·;~i,f.:.cafo.Jsúrea:cción 'dehhfürólisis?cf.de .sínte-

sis (ver ..• intr;f~.~~~~~{?,i;~I\-f J'1~¡i\t~i~~~i;~~í~g~~~:Jt ,1if ~~~reador ADP /ATP, 
se, verá .. también (·.ifihioida' la· '.a'C'tividad· de';'.~ATP,asa\ > 1 

• ••• •• , : , .· 

"'•,'-'. ;~ ~:-, -'. ·'. ._,-;,;: ,>' r ; '., ';· <'. ·._-.,_ '..< .. '.' ': ... '· •• ;,; ,;• ':';~.:f ;; '; 

Basaridé5~o's .ek ~sfo~· s~ aiseñ¿:~n e~p·e±'i~~~to ~r ~~i'í se ·muestra en la ta-

bla. III. se midió la actividad deATPasa.a diferentes.C::onc~~i:raciones de 
. , ',-· ·>= ";: :,~-, ir.-·~:>:· , 

ATP., obte~iéndose un control, después se añadió en prlmer.'i~~~~)~iuoresca-. ' . . . . '· ' . . . ,. 
,¡ ' ,. ;: .• -,_. 

mina 33 . umolar y luego ATP a diferentes concentrac.ibtl~s ,.;~ri~6'~b~~:. se deter 

min6 la .ªºt,~~~~r: :~e• ~TP:s•, encontrán~ose una .~t·j~~~:d~¡~!rt~;~)tsm•. -
Al agregar p:dmer9'..~el ·.'AT~~. a: ·conc.entraciories .Yélt'.i~d~s1·YAt:luegc~i'~:,';f:lú.é>rescamin?-

. ·. · ... ·· ·.·•.··n:; ~(1·rr.j:r;A.::i'.f :/~·:{; .. ;:r{Y~:·i .. h':',:X,:~t:;.{~. ;:~.;~~:'.>·<\:'. ;' .·::-:) ;a·,:;;~J!~;~&>u:1i~·;t':~~~l1:·h~;?!i:1r\:.:: ':.·. · · · 
· 33. t1mola~ . se J?~~~~· R~~,{~.ar ique 'la d1sm1!1.uc1p~.')}il:!~.:p~'.(~_?·t1v,idp,~}~'.3.: la ~TPasa 

es menor con resp~,cft)':~f<cbntroi, ·.~en bo~~afhcii&Wi.;Jgif,;c~ÍH~~~~~g-~~Ato 
·.' : : -·' .. ~' '' - ' . -. " . ' ' ' ' -:;· :··- . . '-~~< ; . -

.~· _:,: -
anterior. 
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TABLA III P~OTECCIOW DEL ATP CONTRA LA INACTIVACION DE 
''.!·<' 

LA ACTIVIDAD DE ATPasa POR FLUORESCAMINA 

umolas de Pi.Liberadas/mg 
ATP rnrnolar CONTROL Fe*+ ATP ATP + Fe* 

22 l. 72 1.18 1.29 

16 1.34 1.03 1,13 

11 1.12 0.97 1.0 

s.s 0.97 0.78 0,82 
,.,, . . . '· . . ... .. 

2.75 1.0i . o. 71 · 0,75 

*Fe, Fluoreseamina 33 'um()lar 



DISCUSION 

La interacción de modificadores químicos en residuos de aminoácidos de los 

sitios activos de las proteínas es algunas veces difícil de lograr. ·La pé.E_ 

dida de actividad catalÍtica, consecuente a la modificació!l de \m res.iduo 

de aminoacido parti9ular, generalmente indica la participac:i.ón,:dei\té~iduo 
' ·' ._ ·.· .... ·,;.':~ .~:-·· .-::·'.-.. " .. :!:.' .... >:'\:;.,.,_~.\· . 

'"/--_~·,,:{'J.·:· .. \-.'-~- . .:-~ 

en un proceso catalítico, ya sea porque este residuo está involu9rado en 

la actividad catalítica directamente o porque su alteración puede afectar 

indirectamente residuos esenciales para la actividad. Esta interpretación 

válida en principio, requiere de cuidadosas consideraciones en cada caso 

particular, ya que la modificación puede afectar el centro activo, incluye_!! 

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

En el caso de que la modificación de un aminoácido sea a distancia del 

sitio activo no solo debe esperarse una alteraeiÓn en.la. C¡:lpacldad. de 

unión sino también en su afinidad. 

,· 

En el trabajo, sobre el mapeo del sitio activo de la translocasa, realizado 

por Block y col. (65) (ver introducción), el HNB, la 2,3~butanediona y el 

fenilglioxal fueron seleccionados sobre la base.de que no alteran la.Kd 

para el atractilósido o el ac. bongkrékico sobre mitocondrias inactivadas 

parcialmente. Este es un proceso típico d,e ina,cti'l(a,ción del 11 tddo o nada" I 

y es una prueba a favor de que la modificación ocurre en el sitio activo 

(sitio de fijación), Los resultados obtenidos por Block y col. establecen 

que los residuos de arginina tienen un papel importante en el centro activo 

del acarreador. Esto está en concordancia con reportes recientes que han 

identificado residuos de arginina en los sitios activos de varias enzimas 

que comparten la propiedad de enlazar nucleótidos en su sitio activo, estas 

son: la carbamoilfosfato sintetasa (70); la creatincinasa (71); las ATPasas 

72 

de mitocondrias y cloroplastos (72, 73); la tres fosfogliceratocinasa (74); la 

hexocinasa (75); y la miosina (76). 
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Además la secuehciación de la translocasa ADP/ATP indica la existencia de 

17 argininas. 

Tres de ellas están incluidas en un solo triplete de cargas positivas en 

la posición 234-236, otra está incluida también en un triplete de cargas 

positivas junto con histidina y lisina en la posición.104-106. En cuanto a 

los dobletes de cargas positi~as existentes/, dos de\'ellos incluyen a la ar-.· . . . ·'. .- .~·-:' .- ' -·· : .. ·. . . •. ., ";'-

g inina. Es muyprobable qúe,;alguno~,!d~:':~~~~~'::r~::lÜGbsráe arginina o lisina 
'. .. . . ,· _· ' '•.: .. ,-'¡ .. " ~ -. -·. "·!> 1 ,¡. • .... ;"·- ·' ·. - ' .1, , ' 

estén en el centro, ~cti~o:d~1F'~?~~H~:~~f~~\~b~1~TP)"folílando en cuenta los 

resultados obtenidos por BlÓc)c;·y, coi:9.hs)} junto con los obtenidos en este 
:_~·/::·>;· -

trabajo. 
~·: .. ·~- -:; : ··'\ 

1 
El término centro activb,·a~~~lcado ;'al acarreador ADP/ATP debe ser usado p~ 

ra designar no sólo e1.:ktúo;.~eiunión de ADP /ATP sino también aquellas re

giones del acarreador las 6~ale~ controlan la catálisis del transporte, por 

ejemplo, los sitios de unión del atractilósido y ac. bongkrék±Co. Aunque 

hasta ahora no hay pruebas contundentes de que el sitio de unión para ADP, 

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

lo contrario. 

Se ha propuesto ~e el acarreador ADP/ATP tiene un centro de fijación con 

carga positiva de 3 (59) ' estas cargas podrían pertenecer a grupos amino 

primarios de los residuos aminoácidos arginina o lisina que probablemente 

pudieran estar involucrados en el centro activo, 

Una manera de averiguar ésto fue usar la fluorescamina que es un reactivo 

específico para grupos amino primarios. su carácter hidrofóbico, le facili-

ta la penetración a regiones no polares y de esta manera puede llegar a la 

proteína acarreadora embebida en la membrana mitocondrial interna. 

Es cierto que al estar trabajando con mitocondrias completus, las fluoresc~ 

mina no solo reaccionar5 con los grupos amino primarios de latranslocnsa ADP/ATP, 
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sino también con los de otras proteínas, pero debe tenerse en cuenta que el 

porcentaje de proteína acarreadora de adenín nucleótidos en mitocondria de 

corazón es del 9% de la proteína mitocondrial total, lo cual nos asegura 

que una buena proporción de la fluorescamina añadida reacciona con los g~ 

pos amino primarios del acarreador. Quizá.la única objeción que podría te-

nerse cori respecto ala reactividad de la fluorescamina esque es una 

molécula demasiado grande ~ podría tener imp(ildimento~stérico. Sin embargo 
. ;·' /:;;, .. ' ·:. 

los datos experimentales muestran qliE:! sÍ: . .Í.nhib~' el transporte de adenín . ; "· _, .. -·~· . ' . ' ' . ; ~i': ,·_:; ;_, ·~ . ._,i '-: ' ' 

nucleótidos (Figs. 20 y 21) 

' .·.l .. ,' 

En cuanto a la inhibición del transport'e de ADP/ATP es importante observar 
»,.'-",' " ,..-,1; •, 

que el transporte de·ATP es irih.ib{db'' en Ún porcentaje mayor en comparación 
" , ':., -~- : ' • _, ,1 ·\<,_ ":.~ ,-·. ". ,:/·.-; ·- ·./ .· ••• "· '\ '. 

' ·- ·> .:.'.;~:-_ .. ·.:-~<::.''<"··;_:'::-..):\?' :::.·._.:·· ... ·:'.~ ' ,• 
al del ADP. Esto podrfa~,'.explip~:i:sie,• si; en lugar de tener un sitio de fija-

: · .. n:;;:~'(J;,.x,~;·ti;~;~;:H'{,.:· >: ·· . '<r .. ··.· ..• · .· 

ción de 3+, se tuv . .ie.ra\:un6 :.de:; 4+ invcilllcrándo quizá 4 grupos amino primarios, 
í,::.·ú:-.:·. '('· 

.. : ... ·:.;::/"·'' ·:'.,·;. ~ "' • ·.·· . ,;.~ ., ',_· .. < -' .. ¡ ·- ..• • ' 1 • 

que como se sabe a.'~pH>:fls1ol9gi90 se encuentran cargados positivamente. El 
... ¡~,;.:: .: ' ' ' ' . . ' ' .: ' 

'· 'r.c •. , •• 

modificar una.ca;::~~d~l sitio de fijación permitiría seguir transportando 
. ' . . 1~.,:::::~f<~'': .. ; ... . · ·: . : .:'. 
ADP, que es un .. ápi§n' con·· treis .cargas negativas, pero como el ATP es un anión 

·· .. , . 
., ... ,, . 

con cuatro cárga~:·~~gitiva~ya no podría ser transportado, con lo· cual a una 

misma concentración·d~:Élu~reséamina su transporte se encuentra másdisminui 
.:·.·./:'.. 

do. 

sin embargo en contra de esta proposición l.as Ki para el transporte de ambos 

nucleótidos son del mismo orden (Fig, 22) lo 'cual indica que ambos transpor-

tes se inhiben en igual grado. 

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

hibidor de tipo competitivo. (Fig, 23). Aquí es importante señalar lo siguie~ 

te, como la fluorescamina es un ihibidor que se une covalentemente, si se eda 

zara al sitio activo, debería mantener constante la Km y disminuir la Vmax del 

recambio de l\DP (es decir comportándose corno un inhibidor no competitivo), sin 

embargo se comporta como un inhibidor do tipo competitivo nl incremcntur lil Km 



':i 

apar~nte de la enzima, y provocando qué se precisei:i concentraciones de -

sustrato superiores para que se alcance la Vmax, Esto podría explicarse si 

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

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

Como el fluoróforo,queda, con una carga .negativa ,(Fig,J9). da~a por el grupo 
• ··, 1 •••• ·.··.: :;' :,.. • • , •• ,· ' ··<·, ., ' ...... 

Por otra parte una prueba en favor de que la fluorescamina se está uniendo 

en el sitio de unión de nucleótidos de la translocasa, fue ver su comporta-

miento frente al inhibidor específico atractilósido, durante la inhibición 

del recambio de ADP. se ha propuesto que el sitio de unión del atractilósi-

do está en el centro activo del acarreador, el hecho de que el atracilósido 
. 

proteja contra la unión de ia fluorescamina (Fig. 24) y, a la vez que la 

fluorescamina proteja contra la unión del atractilósido (Fig, 25) se puede 

tomar como una prueba de que se están uniendo en el mismo sitio o, en sitios 

muy cercanos, Esto queda muy claro al observar que si a una concentración del 

50% de inhibición del atractilósido se le agrega una concentración del 50% 

de inhibición del fluorescamina, no se obtiene un 100% de inhibición. 

Por otro lado las variaciones de la banda en el perfil de fluorescencia debi 

do a la protección por ligandos de la translocasa también proporciona infor-

mación sobre el sitio de unión.de la fluorescamina (Fig, 26), 

La razón por la que el ADP hace disminuir varias bandas de fluorescencia en 

el perfil electroforético de mitoplastos es porque su unión en la membrana 

mitocondrial interna es muy inespecÍfica a una concentración de 200 umol,ar, 

Pero aquí lo importante es que es muy notable la disminución de la fluores-

cencia en la banda de PM 30,000, 
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Fig. 27 

Fig. 2 8 
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CONCLUSION 

La conclusión que surge del análisis de este trabajo es que,los grupos amino 

primarios del acarreador de adenín nucleótidos juegan un papel importante en 

el transporte de ADP/ATP en la mitocondria. 

Aunque los resultados presentados no son prueba definitiva de que la modifi 

cación causada por la fluorescamina ocurre en el sitio activo (sitio de fij~ 

ción), si son prueba en favor de esta alternativa. Los grupos amino prima

rios pudieran ser de los residuos amino~cidos arginina o lisina, o de ambos, 

estando localizados en el centro activo del acarreador, ya sea en el sitio 

activo (sitio de fijación) o en un lugar muy cercano a él, pero dentro del 

mismo centro activo. Además estos grupos amino también juegan un papel impoE_ 

tante en la fijación del atractilósido, lo cual coincide con la observación 

de Block y col. (66) quienes plantean que el ADP,ATP y el atractilósido com 

parten el mismo centro activo. 
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