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R.ESUllEN 

La cadena mitocondrlal de transporte de electrones, es un sistema 11Ultien­

zimátlco que se encuentra formando parle constitutiva de la aellbrana Inter­

na de la •llocondria. Este sistema multienzlmático de acuerdo a sus prOPie­

dades funcionales por eje11Plo: el sitio en que los substratos entran al 

sisteaa para ser oxidados, la sensibilidad a inhibldores 'específicos' etc. 

han sido separados en el laboratorio en diversos coapleJos, los cuales 

reciben nOllbres de acuerdo a la secuencia de aisla•iento. Desde el punto de 

vista de los sitios de síntesis de energla coono ATP, el slsteaa ha sido 

dividido en sitio l, 11 y 111. En esta tesis se presentan resultados de es­

tudios experiaentales utilizando al sitio l de la cadena de transporte de 

electrones ca.o IK>delo para conocer los mecanisaos por los cuales ese si­

tio opera en la altocondr!a. Para este estudio hemos utilizado aoléculas 

que interactúan con diferentes coaponenles del C011Plejo l, como son el 

poliéter macrociclico dibenzo 18 corona 6 (poliéter 28) y la benzoqulnona 

sesquiterpénica, perezona. Los resultados obtenidos con el polleter 28 

indican que el coaplejo l de la cadena de transporte de electrones depende 

para su lll<ixlaa actividad oxidatlva y fosforilante, de la presencia del 

catión potasio. La perezona fué utilizada coao molécula analoga a la coen­

zlaa n, coaponente integral del COIOPlejo 1 de la cadena oxidat iva •I tocon­

drlal. Los resultados obtenidos con éste último coapuesto Indican que la 

perezona suple eficiente.ente a la CoQ natural, facilitando los estudios de 

determinación de potencial redox, y los de cinética de la transferencia de 

electrones aediado por la CoQ en el c011PlaJo [, de la cadena mitocondrlal 

de transporte de electrones. Esta molécula presenta PrOPiedades que por si 

aisaas la hacen interesante de estudiar no solaaente coao substituto de la 

coenzi•a G sino para poder C0111Prender los mecanisaos deregulación y función 

de la poza de CoQ. 



ABSTRACT 

ftitochondrlal Electron Transfer Chain is an energy transduclng 11Ultlenzym­

atlc COllPlex. Part of this cot1Plex is ellbeded in the mitochondrial inner 

mellbrane for•lng a constitutiva fractlon of the membrana. On the basls of 

•ethodology and the type of reagents used during the fractionatlon Process 

the systea have been resolved In several components, the Electron Transfer 

Chain C011Plexes l, 11, 111 and IV. From the point of view of the substrates 

oxldized and the site of ATP for•ation the Electron Transfer Chain l1ave 

been divtded in three siles: 1,11 and 111. In the present work experimental 

data and the results obtainned utllizing the Co111>lex l of the Electron 

Transfer Chain ( NADH /CoQ Segaentl, as a lllOdel to understand the mechanism 

of function of the segment are presentad. As tools ror the experimental 

work, two molecules are utilizad: a synthetlc macrocyclic polyeter dibenzo-

18-croJn-6 < gift of Dr. Pedersen, Elastoaer Divlsion, E.I. DuPont de 

Remours, Ullmington Delaware U.S.A.J and the natural sesquiterpenlc benzo­

quinone 'perezone' lsolated from roots of plant of the genus perezia by Dr. 

Sandoval U and Dr.F. Ualls, a gift of Dr. Esther Garcia and Dr. Ulrgilio 

ftendoza. Uith the formar aolecule the results lndicate that for the apti-

mal Phosphorylating and oxidative capaclty of the site 1 lt is necesary the 

presence of the catlon Kas constitutiva COlllPonent. Uith the late aolecule 

(perezonel results lndicate that the metabolic role of Coenzyme Q as elec­

tron transfer chain co111>onent can be sustituted by the perezone aolecule, 

not wlth the sama efflciency but with enough capacity that peralts kinetic 

and oxido-reduction studies of the actlvilies undertaked by lhe natural 

coenzyae Q of the Electron Transfer Chaln. This aolecule lperezoneJ will 

allowed us to understand the role of the CoQ pool, in the electron tranfer 

chain of the mltochondrial lnner membrana. 
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La energía, en los seres vivos, se libera, conserva, trans-

'forma y es utilizada en un gran número de reacciones metabólicas 

interconectadas. El ingenioso trabaJo de muchos i n ves t i g adores , 

ha dado como resultado la comprensión del metabolismo energético, 

que por su detalle ha sobrepasado muchas otras ramas de la bioquí-

mica contemporánea. Muchas preguntas permanecen en la obscuridad, 

por la complejidad estructural y funcional de las mitocondrias, de 

tal manera que los mecanismos básicos del metabolismo energético 

celular aún no pueden ser cabalmente comprendidos. 

La resPiYación a.n imal siempre ha sido objeto 

desde 1777 cuando Lavoisier 1 reconoció que 

de 

los 

interSs, 

alimentos 

su'fren combustión lenta dentYo del cuerpo y, de acuerdo con lo que 

él pensaba, en la sangre. Las observaciones que Lazarus 

Spallanzani realizó de 1803 a 1807, establecieron que la respira-

ción se llevaba a cabo en los tejidos; sus estudios no 'fueron 

conocidos ni utilizados por sus contemporáneos y 'fue hasta 1884, 

cuando HcHunn 2 descubrió que las células contenían pigmentos 

respiratorios que él llamó "Hiohematina e Histohematina", que se 

podían reducir y que en ese estado presentan espectros de absor-

ción de luz característicos. Sus hallazgos se consideraron un 

"error experimental" principalmente por Hoppe-Seyler <ºuno de los 

bioquímicos más influyentes de la época"l, ya que suponía que los 

pigmentos respiratorios de McMunn eran producto de 

de la hemoglobina. 

descomposición 

Los estudios espectroscópicos de Keilin C3l en 1925, demost...--a-

ron la existencia de tres diferentes "pigmentos" con bandas 
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Como corolario de estos hallazgos, se llegó a la idea de un 

transporte de electrones, a través de la llamada cadena respirato­

ria. Este concepto se complementó por el conocimiento de que el 

proceso, dependía también de la participación de los piridino 

nucleótidos y las flavinas asociadas a las deshidrogenasas corres-

pendientes. 

Fué a principios del presente siglo que los estudios formales 

de la química de las oxidaciones biológicas, se iniciaron 4 ). 
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El conocimiento de que los substratos se oxidan por deshidro-

genación se atribuye a Uieland 5 ) ' quien de 1912 a 1922 demos-

tró que 

pueden 

varios colorantes artiriciales, 

substituir al oxígeno soportando 

como el azul de metileno, 

la 11 respiración 11 de las 

células. Los estudios realizados por Harden y Young 

lugar al aislamiento de los piridino nucleótidos solubles. En 1904 

estos mismos autores observaron que al dializar 

levaduras pierde la capacidad para fermentar a la 

el "jugo" 

glucosa ... 

de 

A 

partir de esos estudios concluyeron que el proceso de rermentación 

depende de 

fermentación 

una 

se 

molécula dializable, 

restablecia al anadir 

además demostraron que 

al medio un concentrado 

la 

del 

dializado o el mismo 11 Jugo n previamente hervido. Es le material 

dializable y termoestable, llamado por Harden y Young "Cozimasa", 

resultó ser una mezcla de fósforo inorgánico, difosfato de tiamina 

y NAD, este ~ltimo componente no se caracterizó hasta 1935 por ven 

Euler quien demostró que estaba estructuralmente relacionado con 

el ácido adenílico. Posteriormente, Uarburg y Christian 6 

describieron su estructura química. 

En 1929, a partir de los estudios que se estaban realizando en 

relación con la presencia de purinas en el músculo esquelético, 

Fiske y Subbarow aislaron y caracterizaron la molécula del ATPC7). 

Posteriormente Lundsgaard CS-10) y Lohman Cll-13), demostraron 

que la hidrólisis del ATP era la ruente de energía para la con-

tracción muscular, y que éste se regeneraba si se deJaba "respi-

rar 11 al músculo .. Simultáneamente se descubrió que la síntesis de 

ATP acompanaba al proceso llamado glucólisis sin embargo, aún no 

habia sido reconocido que la principal vía para la producción de 

energía biológica, es la que se realiza en el sistema multienzimá-
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tico asociado a la membrana de mitocondrias y de cloroplastos. 

la 

un 

Estos organelos contienen enzimas y coenzimas que 

transferencia 

aceptor. La 

de electrones 

energía generada 

y/o hidrógenos, de un 

durante el proceso de 

catalizan 

donador a 

oxidación, 

se transforma y se captura en forma de ATP, 

til de energía en las células vivas. 

el donador más versá-

Los estudios de Uarburg con carbón obtenido de diversas 

"fuentes, lo llevaron a proponer que el hieYro encontrado en algu-

nas preparaciones activas, y ausente en preparaciones inactivas 

<obtenidas por ejemplo de canas), actuaba como catalizador de 

algunas oxidaciones. Tratando de identificar de que material se 

trataba, encontró en el material aislado de teJidos, una substan­

cia que contiene hierro a la cual dió el nombre de "ATMUNGSFERHENT" 

lo que significa enzima respiratoria. De acuerdo a sus observacio-

nes emitió su teoría de la "activación del oxígeno", para tratar 

de explicar por primera vez, las oxidaciones biológicas. 

Actualmente se sabe que el hierro "activador" de las oxidacio-

nes biológicas 

respiratoria de 

cromo oxidasa. 

corresponden a los 

tJarburg coincide en 

citocromos y que 

sus propiedades con 

la 

la 

enzima 

cito-

Los resultados de la época no podían explicarse totalmente con 

la teoría de Uarburg de la activación del oxígeno, Uieland propuso 

una teoría complementaria que llamó de la "activación del Hidró-

geno", de acuerdo con la cual, ciertos átomos de hidrógeno de los 

metabolitos son activados por la acción de una enzima. El hidró­

geno activado sería removido por un "aceptar" de hidrógenos, del 

tipo del oxígeno o cualquier otro agente oxidante. La teoría de 
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Uieland encontró apoyo, principalmente en el trabajo de Thunberg, 

quien junto con otros investigadores de la época encontró que las 

deshidrogenasas específic~s; er•ctivamente hacían "lábiles" cier­

tos hidrógenos, los cuales a su vez podían ser removidos por las 

moléculas aceptoras 

o t. ros colorantes y, 

oxígeno ... 

de hidrógenos, como el azu 1 de melileno 

en unos cuantos casos directamente 

y 

el 

La observación de que la mayoría de los substratos oxidables, 

aún cuando son activados por las enzimas correspondientes, no 

pueden ser oxidados directamente por el oxigeno molecular, llevó a 

A. Szent-Gyorgi <14), a postular que ambas situaciones son verda-

de ras y que se requiere su acción conjunta y complementaria, para 

que se realicen las oxidaciones biológicas. 

El progreso en el estudio de las oxidaciones biológicas, hizo 

claro que, ni la teoría de la activación del oxigeno, ni la teoría 

de la activación del hidrógeno servían en conjunto, para exp l ical~ 

en su totalidad 

biológicas. Fué 

los procesos involucrados en las 

necesario proponer la existencia de 

oxidaciones 

11 intermedia-

rios" o acarreadores de óxido-reducción. La existencia de molécu-

las con esas características se demostró en 1921 por F.G. Hopkins 

(15) quien aisló el compuesto glutatión a partir de diferentes 

teJidos, y demostró que ésta substancia, puede existiY- con su 

azufre reducido como sulfidrilo G-SH o con el azufre en estado 

oxidado como disulfuro <G-S-S-G). Además demostró que la foYma 

reducida es rápida y facilmente oxidada POY el oxígeno, y que el 

compuesto disulfuro oxidado es reducido en los tejidos. 

Los metabolitos activados, que son oxidados en la mitocondria, 

a través de la cadena oxidativa, para producir la mayor parte de 
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la energía utilizable para propósitos biológicos, son relativamen­

te pocos así como de muy diversa naturaleza y origen. 

Krebs encontró que la adición de cantidades catalíticas de 

intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, a homoge-

nades de pechuga de pichón, estimulaba el consumo de oxígeno. Al 

realizar éstos ~xperimentos en 

y oxaloacetato demostró que 

anaerobiosis 

se acu mulaba 

malonato encontró que los metabolitos que 

cetoglutarato y citrato, lo 

incuvando con piruvato 

citrato. Utilizando 

se acumulaban e'l-an 

que le permitió no succinato, 

solamente proponer la existencia de esa via metabólica como un 

ciclo sino además, que las oxidaciones biológicas se encuentran 

ligadas a esa vía metabólica. 

La primera observación que correlacionó la oxidación del piru-

va to y la esterificación de fosfato a los monofosfato de hexosa, 

se realizó en 1940 por s. Ochoa < 16) en homogenados de cereb.-o, 

basándose en los estudios realizados por H. 

genados de rinon sobre la esterificación de 

Kalkar <17) con homo­

fosfato a la glucosa, 

demostró que el proceso de fosforilación está ligado a la oxida-

ción de succinato, describiendo en esta forma la naturaleza de la 

fosforilación oxidativa en el cerebro. 

Un avance importante en el estudio de las oxidaciones biologi-

cas, se logró por la introducción de las técnicas de fracciona-

miento celular, por medio de homogenización y centrifugación dife­

rencial, ya que con esta metodología se corroboraron muchos de los 

resultados obtenidos en estudios realizados con rebanadas de teJi-

do, permitiendo lo que con el sistema de rebanadas no se puede 

lograr, que es separar y definir, claramente a quien de los compo-

12 



nentes celulares corresponden que ~unciones. 

En 1945 Lardy y Cols. (18), describieron una serie de substan-

cías, que tienen la propi~dad que cuando se anaden a concentracio-

nes adecuadas, a homogenados tisulares aumentan la velocidad de 

las reacciones exergónicas, mientras que disminuyen las funciones 

de síntesis de ATP. En su trabaJo mencionan la publicación pione-

ra de Hotchkiss(l9), quien en 1943 encontró que el 2,4-dinilrofe-

nol 

por 

DNP ), molécula que evita o bloquea la captación de fosfato 

la levadura de panadería, cuando el substrato en el medio es 

glucosa. Sin embargo otros autores, sugieren que este hallazgo 

experimental corresponde a Clifton C20>. 

Loomis y Lipman C21), describieron que el DNP puede remplazar 

al fosfato, ya que en una preparación obtenida al centrifugar un 

homogenado de rinón de coneJo a través de un buffer de bicarbonato 

de sodio y cloruro de potasio, 

nerador de ADP Chexoquinasa), 

complementado con un sistema rege-

encentaron que el DNP a concentra-

e iones de l.S x 10 -4 H, no afectaba la velocidad de consumo de 

oxígeno a.o y 7.9 uátomos de 02, del control y del experimental 

respectivamente pero que si disminuye, la captación de fosfato 

17.5 a 1.3 umolas el control y el tratado respectivamente). 

En 1949 Kennedy y Lehninger C22>, demostraron que, en general, 

los sistemas enzimáticos de los teJidos animales, responsables de 

la oxidación de los melabolilos, se asociaban a una fracción, 

particulada de la célula. Predicción hecha con anterioridad por D. 

Green en sus 

componentes, 

estudios relacionados con la localización de 

y el metabolismo de los intermediarios del ciclo 

los 

de 

Krebs en la mitocondria C23). Kennedy y Lehningher realizaron sus 

es ludios pioneros sobre la localización del metabolismo de los 

13 



lípidos, en homogenados de hígado en KCl y bicarbonato de sodio, 

pYeparados en el aparato descrito por Potter y Elvehjem <24). La 

fracción particulada obtenida por Kennedy y Lehninger, se asoció 

con los "gránulos grandes" y las estructuras filamentosas 

condrias) descritas por Benseley desde 1934 <25), las que 

<mi to­

pos te-

riormente fueron identificadas por Claude <26) así como por 

Hogeboom y Schneider (27,28). 

Hogeboom, 

Rockefeller" 

Claude y Hotchkiss ( 29). parte del "grupo 

real izaron análisis cuantitativos que 

que 1 as actividades de la "oxidasa" succínica y la e i toe Y-orno 

oxidasa estaban asociadas a la mitocondria. 

Con la ceYtidumbre de que la mayor parte de 1 as oxidaciones 

biológicas se encuentran asociadas a las mitocondrias, Ke nned y y 

Lehninger, realizaron sus clásicos estudios sobre la oxidación de 

los ácidos grasos a acetato, y su conección con los diversos 

intermediarios del ciclo de Krebs, llegando a demostrar claramen-

te, que 

material 

este pyoceso metabólico de oxidación se realizaba en 

particulado y separado por centrifugación a partir 

el 

de 

homogenados de hígado de rata, identificado plenamente como mito­

condrias <30). Las observaciones de Kennedy y Lehninger fueron 

objetadas por Potter <31) quien basándose en la determinacion del 

"cociente 

oxidación 

de 

de 

citolisis" sugería que el proceso metabólico de 

los ácidos grasos, solamente puede realizar se 

la 

en 

celulas intactas. Sin embargo Kennedy y Lehninger 32), refutaron 

esos argumentos cuando aplicando el método de Hogeboom, Schneider 

-y Palade para aislar la fracción mitocondrial purificada, demos-

traron que obtenían los mismos resultados que objetara Potter. 

14 



Un avance importante en el 

mitocondrial, fué la introducción 

tricas por B. Chance (33), las que 

estudio de la cadena oxidativa 

de las técnicas espectrofotomé­

permi t ieron proponer la secuen-

cia de los componentes coloridos en la cadena oxidativa 

dr ial.. 

mitocon-

En el estado actual del conocimiento sobre estas reacciones, 

es claYo,. que tanto en las mitocondrias como en los cloroplastos, 

el principal donador de hidrógenos para la cadena de transporte de 

electrones es el agua. El aceptar final de las mitocondrias y de 

los cloroplastos es diferente, ya que para las 

oxígeno y en los cloroplastos es el NADP. 

mitocondrias es el 

Al papel de 1 agua 

oxidativa mitocondrial 

como donador de hidrógenos para 

se le ha dado poca importancia. 

la 

Sin 

cadena 

embar-

go, si se considera que las transf'ormac iones metabólicas que 

ocurren, para la oxidación del piruvato a C02 y agua a través del 

ciclo de Krebs, 

en tres pasos: 

el agua se incorpora a diferentes intermediarios 

A> hidratación del fumarato a malato, 

B> condensación de la acetil CoA y oxaloacetato, 

C> hidrólisis de la Succinil CoA. 

de ésta manera los hidrógenos del agua, incorporados en las reac-

cienes intermedias, son canalizados a la cadena oxidativa mitocon­

dr i al . 

Slater <34) ha senalado que el término "cadena de transporte de 

electrones" mitocondrial, preJuzga la importancia de los electYo-

nes, por lo que propuso el empleo del nombre de cadena respirato-

ria 6 meJor, el de cadena oxidativa. Este último término también 

se aplica al sistema multienzimático de cloroplastos. 

15 



En 

la 

la cadena de transporte 

energía se "fiJe" en el 

de electrones mitocondrial, para 

que ATP, deben ocurrir una serie de 

reacciones, las cuales pueden estay directa 6 indirectamente rela­

cionadas con la síntesis del ATP. 

Hasta el presente se ha establecido que el fosfato inorgánico, 

no 

la 

es necesario para las reacciones primarias de conservación 

energía <35>, es decir las reacciones de óxido-reducción 

de 

pot-

transferencia de electrones y que se traducen en la generación de 

un potencial transmembranal, una carga de superficie de membrana y 

una diferencia de concentración de protones transmembranal, las 

cuales pueden determinarse en preparaciones acopladas de fraccio-

nes submitocondriales 36,37 ). 

Se ha observado que un aumento en las reacciones que utilizan 

energía, cualquiera que sea el proceso: biosintét ico, transpo1-te 

activo de salutes, contracción muscular, e te .. , se traduce en un 

aumento del consumo de oxígeno. A veces el cambio puede ser dramá-

t ice, por eJemplo durante el vuelo de la mosca, el i ncr-emento 

puede ser hasta de 60 veces C38), por lo que el consumo de oxígeno 

se consider-a un ref leJo de la actividad de la cadena respiYaloYia 

mitocondrial. A su vez la sena! para este aumento en condiciones 

acopladas, es la disminución del potencial de fosforilación de los 

adenín nucleótidos citoplasmáticos. El potencial de fosfoYilación 

puede expresarse por la siguiente ecuación: 

Pot. fosf. <citoplasm. >= G ATPCc>= G ATP+RTln<CATPJ/[ADPJ[PiJ(c) 

A. pesaY de que, como una consecuencia del aumento de las acti-

vidades hidrolíticas de ATP llevaría a la demostración de una 

16 
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disminución del potencial de 

dificil de demostrar. En el 

fosforilación, ésta ha sido elusiva y 

m.:i.sculo, teJido en donde los cambios 

en la utilización de energia, son una condición experimental 

re 1 at ivame n te f áci 1 de logra)""', si se ha podido demostrar una 

disminución en el potencial de fosforilación C39). Sin embargo 

ésta, no se ha podido inducir en el corazón, cuando a éste órgano 

se le impone una carga de trabajo, resultado que se explica porque 

en éste tejido rápidamente se establecen mecanismos compensa.to-

rios, que contrarrestan el efecto de una disminución del potencial 

(40). Recientemente, se ha logrado inducir en corazón perfundido, 

una disminución del potencial de fosfato, cuando en vez de un 

la carga de trabajo se le somete a un aumento de aumento 

presión; 

en 

a condición de que la concentración de ADP utilizada en 

la ecuación 1 se calcule a partir de concentraciones medidas de 

ATP, creatina y fosfocreatina C41,42). Lo que explicai-ía l.a 

concentracion de ADP 

cercano 

crea.tina 

al equilibrio, 

libre 

como 

en el citoplasma, que se mantiene 

consecuencia de la ~ctividad de la 

cinasa que se localiza exclusivamente en el citoplasma. 

Si se acepta que ocurre un cambio de potencial de fosforilación 

entonces, se puede plantear la pregunta de cómo se correlacionan 

un aumento en la captación y utilización de oxigeno, con un aumen-

to de la síntesis de A.TP. Una manera, es que la función acoplada 

de la cadena respiratoria, medida como consumo de 

refleJe en un aumento de la síntesis de ATP lo que 8. 

definió como: 

oxigeno, se 

Chance C43) 

"La capacidad de los tejidos vivos, para acelerar la veloci-

dad respiratoria durante la actividad metabólica, y su regreso al 

estado basal que se caracteriza por una baJa velocidad respirato-
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ria, cuando la actividad metabólica llega a la rase de restitución 

de los compuestos químicos utilizados durante la ac t i v id ad u . El 

mismo autor derini6 en términos particulares, el concepto de 

control respiratorio para la actividad mitocondrial como: 

11 E 1 cociente del valor obtenido en el consumo de oxigeno 

cuando se anade ADP ESTADO 3), y el valor del consumo de oxigeno 

que se obtiene después de que se ha utilizado el ADP" ESTADO 4). 

1 
í 

1 
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CADENA DE 

Se demostró 

oxidación de 

TRANSPORTE DE ELECTRONES Y SU RELACION CON 
FOSFORILACION. 

LA 

que la mayor parte de la energía liberada por 

substratos, G Ox/Red) se conserva en forma 

la 

de 

potencial de fosforilación de ATP GATP<c>><ecuación l>, cuando 

el G Ox/Red está definido por: 

G ox/red -nF Eh <2> 

en donde n es el número de electrones transferidos, F es el 

Faraday (23062 cal volt -1/equiv-l> y Eh es la diferencia obser-

vada del potencial de reducción entre el par donador y el aceptar 

de los electrones. 

El potencial observado de reducción, para cada par transpor-

tador de electrones es definido por: 

E RT/nF ln [aceptorJ/[donadorJ (3 > 

en donde E corresponde al potencial medio de reducción en 

condiciones estándar para cualquier par de elementos de la cadena. 

En el estado 4 de la respiración <44> o respiración controlada al 

completarse la fosforilación del ADP, el G del ATP es aproximada-

mente el 90 /.. del G ax/red, al tomar en cuenta la transferencia 

de electrones del substrato al oxígeno C45). 

Los componentes de la cadena respiratoria pueden dividirse en 

tres grupos, cada uno de ellos con diferencias de potencial de 

óxido-reducción re la t i v amente pequenas <46>. Se supone que los 

tres sitios de mayor caida del potencial redox corresponden a los 

19 



tres sitios de rosrorilación, cada uno de ellos designados como 

Sitio 1,11 y 111 respectivamente. El sitio I se localiza entre el 

NAD /NADH Eh=-320 mV) y la CoQ ox/red Eh=-.20 a 0.10 V), el 

sitio lI entre la CoQ ox/red y el citocromo c < Eh= 0.254 

V) Fe3+/Fe2+, el sitio IIl entre citocromo a< Eh =0.290 V> Fe 3+/ 

Fe 2+ y 1/2 02 Eh= 0.815 V a atm.)/ H20. 

La direrencia de potencial en el Sitio llI de la cadena oxida-

tiva mitocondrial es mayor de 300 mV C0.530V>. Sin embargo se 

sintetiza un solo ATP como ocurre en el sitio l C0.270 V) o en el 

sitio II C0.220 V>. Una posible explicación para esta observación 

es que no todo el potencial generado en éste sitio se utilice para 

la síntesis de ATP <47,46>. FIGURA 2 ). 

Los datos permiten postular la existencia de un estado de alta 

energía o su equivalente, generado en cada uno de los tres sitios. 

La mayor liberación de energía en el sitio IIl, está de acuerdo 

con la observación experimental de la mayor dificultad para que se 

yealice la reversa del transporte de electrones mediada por la 

hidrólisis de ATP en el sitio IlI, a diferencia de lo que ocurre 

en el sitio l. De este último punto puede concluirse que: 

A) Este 
cial 

sitio se encuentra cercano al 
de rosrorilación y, 

eguilibrio con el poten-

8) La trans~erencia de electrones del citocromo a, al oxigeno 
se realiza mediante un proceso de no equilibrio con el po­
tencial de fosrato, sujeto a otro tipo de control <48), 
en comparación con los sitios I y 11 que se encuentran 
en equilibrio con éste, durante el estado 4 de la respira­
ción .. 
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La proposición de lJilson de que las yeacciones de óxido 

reducción de los sitios I y II permanecen cercanos al equilibrio 

con el Gp cambio de potencial estándar para la síntesis de ATP, 

en un rango llamado de control dinámico de la fosforilación 

o><idativa, ha sido sometida a serios cuestionamientos pot-

Lemasters y cols. 49 ), no por los datos Presentados, los cuales 

por 

sino 

desde 

otra parte son casi idénticos a los obtenidos por 

por las diferencias fundamentales en cuanto al 

Lemasters, 

tratamiento 

el punto de vista termodinámico de los resultados. Según 

Lemasters el tratamiento de los datos utilizado por 1Jilson va en 

contra de la primera ley de la termodinámica, haciendo evidente 

que hay un error básico en el análisis del grado de oxidación de 

al los substratos utilizada por Forman y Uilson. El erro1- básico 

que se refiere Lemasters es que, según FoY-man y Uilson, la oxida-

ción de substratos como el hidroxi-butirato, por un sistema 

mitocondrial, rinde más energía que cuando son oxidados por un 

sistema no mitocondrial. Puntualiza Lemasters que es una regla de 

la termodinámica que las funciones de estado H,T y S son inde-

pendientes del camino seguido desde un principio hasta un fin. Si 

consideramos G H - TS, la igualdad senala a G como una función 

de 

lo 

estado, ya que 

tanto también es 

depende de las 

independiente 

~unciones de estado H,T y 

del camino seguido por la 

S, por 

reac-

ción de oxidación del substrato, de donde se concluye que el G 

G H - T 5) para la oxidación del hidroxi butirato será 

igual e independiente de si la oxidación se lleva a cabo en la 

mitocondria o n6. 

Para comprobar esta afirmación Lemasters determinó el G de los 
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sitios I y II baJo dos condiciones experimentales, que consistie-

ron en determinar el CONTROL Respiratorio tanto a bajas (CR= 2.6) 

como a altas CR>5 

caso supuestamente la 

concentraciones de fosfato. 

reacción se encuentra 

En el 

el 

pr i mel-

11 amado 

"control dinámico" aún después de la adición de ADP, ya que la 

reducción de los citocromos c+cl debería permanecer prácticamente 

sin modificarse, experimentalmente si se observa un cambio en la 

reducción de los citocromos mencionados. Una explicación posible 

es considerar que durante los primeros segundos que siguen a la 

adición de ADP la proporción substrato-producto Hidroxi-buti-

rato y acetoacetato no cambia. Haciendo los cálculos del incre-

mento en la reducción de los citocromos, se obseY-va que este 

cambio genera un cambio en el G1+2 (correspondiente al cambio de 

energía libre de Gibs del sitio I y Il combinados), de 0.2 Kcal 

/mol, cantidad 

tJ i 1 son . 

mucho menor a las 2.2 Kcal/mol calculadas 

De lo senalado anteriormente Lemaster concluye que el Gl+2 

encuentra 

transición 

fuertemente fuera del equilibYio con el 

de 1 estado de 11 reposo 11 al estado 

fosforilación oxidativa. 
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SITIO I DE LA CADENA OXIDATIVA MITOCONDRIAL 
<SEGMENTO NADH - CoG> 

24 



A. NUCLEOTIDOS DE NlCOTlNAMlDA 
DESHIDROGENACION Y TRANSHIDROGENACION. 

Los nucleótidos de nicotinamida, ~ueron las primeras coenzimas 

identificadas C4) y constituyen la principal vía de transferencia 

de equivalentes reductores hacia la cadena oxidativa mitocondrial. 

Schatz y Racker (53>, demostraron que el primer sitio de fosfo-

rilación oxidativa, se puede determinar tanto en particulas submi-

tocondriales como en la preparación de Keilin-Hartree, con NADH 

como donador de hidrógeno y Coenzima Q como aceptar .. Utilizando 

diferentes tipos de inhibidores, concluyeron que esa actividad 

catalizada por la NADH deshidrogenasa mitocondrial, es muy sensi·-

ble a rote nona .. 

La NADH Deshidrogenasa mitocondrial se aisló por Edelcoch C51) 

y MahleY- C52>. Mahler utilizó para el aislamiento de la enzima un 

tratamiento con ácido, etanol y temperatura y demostró que la 

enzima aislada, es una f~avoproteina que contiene hierro y azufre, 

y que presenta las siguientes características (53) de composición 

FIGURA 3A >, actividad FIGURA 3 B y propiedades espectrofo-

tométricas FIGURA 3 Cl, que permiten conocerla casi en su tata-

lid ad. 

La deshidrogenasa de NADH se ha solubilizado a partir de mi to-

condrias y partículas submitocondriale~ <SMP o ETP> y complejo I 

CEC 1.6.5.3 utilizando deteygentes como Digitonina (54,55) y 

lisofosfatidilcolina (56,57). substancias necesarias ya que se 

trata de una proteina integ...-al de membrana. También se aisla por 

la acción de agentes caotY6picos como la urea y el perclorato a 

concentraciones hasta de 0.5 M C58>. 
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La deshidrogenasa de NADH aislada de mitocondrias o partículas 

submitocondriales se divide en dos clases (59), la de alto 

moleculay o TIPO l y la de baJo peso molecular o TIPO II 

peso 

De 

acuerdo a las características cinéticas de actividad constante de 

la enzima tipo II se concluye que esta enzima es parte de la 

enzima tipo I. La heterogeneidad de la deshidrogenasa de NADH se 

demostró en 1963 por CY-emona (60). utilizando un gradiente 

discontinuo de sacarosa, en el que obtuvo dos fracciones con esa 

actividad que poseían un volumen específico diferente. 

El componente pesado <tipo l) se consideró un polímero o una 

impureza y esos autores lo descartaYon, mientras que el componente 

ligero <tipo 11) rué el que utilizaron para sus estudios. 

La demostración de que las preparaciones tipo I y l l de la 

deshidYogenasa del NADH dirieren solamente en el grado de disper-

sión rué aportada por DooiJeward (61) quien además confirmó las 

por obseYvaciones publicadas por Cremona. La evidencia dada 

Dooijeward consiste en que una preparación de enzima Tipo I al set· 

tratada con fosfolipasa, etanol ácido, urea, tiourea o enzimas 

proteolíticas, cuantitativamente se convierte en la enzima tipo 11 

enriquecida en fla.vina, cabe hacer notar que los tratamientos 

utilizados por DooiJeward modifican las características cinéticas 

y de especificidad de la enzima, como rué demostrado por Singey 

(62). En estado estacionaYio o de actividad constante, las dos 

enzimas pueden describirse en cuanto a sus características cinéti-

cas por un solo mecanismo ordenado de ping-pong operando simul-

táneamente <63), ya que tanto la constante de asociación del NADH 

a la enzima oxidada Ckl), la disociación del NADH Ck-1) y la 
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disociación del NAD Ck4) son iguales en los dos tipos de prepa-

ración. La principal diferencia se encuentra en la constante de 

velocidad (k2) para el fluJo de electrones desde el NADH unido en 

la enzima hacia el grupo aceptar de electrones en la enzima <segu-

ramente la flavina>, que es cuando menos cuatro órdenes de magni-

tud menor en el tipo II. La k3 (constante de velocidad para la 

oxidación de la enzima reducida por un aceptar, es dos órdenes 

(con ~erricianuro) o más con ~erricitocromo c. 

El hecho de que se observe una doble inhibición por substrato 

de la enzima tipo 1, sugiere la posibilidad de que los dos grupos, 

donador y aceptar, pueden ser alcanzados por los substratos a 

través del mismo puerto hendedura en la enzima). 

Cuando la fracción obtenida de la preparación mitocondrial o 

del CompleJo I, se pasa por una columna de Sephadex G 100, se 

obtiene como ha demostrado Hatefi, un pico único y simétrico de 

75,000d +- 6h constituido por una flavoproteina, lo que indica un 

alto grado de purificación del material. La electroforesis de éste 

material en geles de acrilamida nativa, también dá una sola banda 

pero cuando ésta electroforesis se hace en presencia de SDS, el 

material se separa en tres bandas de polipétido con pesos mole cu-

lares .aproximados de 51' 24 y + 10 Kd . La enzima aislada es 

soluble en agua y cataliza la oxidación de NADH a quinonas<63'). 

Los experimentos de Ragan (64) demuestran que en ese mismo sis te-

ma, se obtienen dos péptidos a partir de la enzima soluble (obte-

nida por tratamiento con agentes caotrópicos>, uno de 87 y otro de 

5 Kd, 

partir 

lo que coincide con que el contenido de f1avina, 

de la enzima 14 a 14.7 nmolas/mg de proteina) 

relación molar de 1 a 1 <65). 
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Comparando la actividad de deshidrogenasa soluble, con la acti-

vid ad de deshidrogenasa unida a la membrana, la pr imeY"a tiene 

menor actividad, por mol de flavina y una Km mayor para el NADH. 

Estas modificaciones en los parámetros cinéticos indican que para 

la actividad óptima de la enzima, se requiere cuando menos uno de 

los siguientes factores: A> integridad de la 

componente que no copurifica con la preparación 

membrana, 

enzimática 

B> 

ó C> 

un 

un 

componente estructural o funcional que se pierde durante el aisla­

miento o durante la purificación. 

La enzima membranal es sensible a cationes de la misma mane.....- a 

que la enzima soluble aislada a partir de una preparación de 

compleJo I. Esta enzima soluble, presenta una menor actividad de 

deshidrogenasa por mol de flavina y una Km mayor paya el NADH. La 

adición 

enzima 

Vmax, 

de guanidina-HCl has t a l 50 mM > , a una preparación 

solubilizada disminuye la Km para e 1 NADH y aumenta 

de 

la 

llevandolos a valores cercanos a los de la enzima membranal 

unida al complejo I. 

Una explicación posible para el efecto de los cationes, es que 

en las enzimas dependientes de nucleótidos de nicotinamida o de 

adenina (66) incluyendo la Transhidrogenasa del NADPH NAD 

los residuos de arginina del sitio activo, actúan con carga posi-

ti va, como iones guanido, que aparentemente funcionan como sitios 

de unión o fijación del o los subtratos. Estos sitios posiblemente 

participan en la fijación de los substratos correspondientes, 

durante la actividad de las enzimas deshidrogenasa y transhidroge-

nasa (67). Los cationes como la guanidina, actuarían entonces 

regresando los valores cinéticos de la enzima soluble a los vale-

29 



res conocidos para la enzima membranal, lo que se explicaria si se 

propone 

pérdida 

que 

de 

la deshidrogenasa soluble contiene menos 

un polipéptido) grupos arginilo que quedan 

por e J. 

en una 

posición menos favorable, para la unión de l~s substratos, compa-

rando con los grupos arginilo de la enzima nativa de mitocondria, 

ETP ó de compleJo l. 

La cadena oxidativa mitocondrial además de oxidar al NADH y al 

NADPH cataliza la reacción de transhidrogenación de NADH a NADPH y 

viceversa a través de una enzima, la nucleótido transhidrogenasa 

<EC 1.6.1.1.). La primera sugerencia de la e~istencia de ésta 

enzima transhidrogenasa de los piridino nucleótidos, que cataliza 

una reacción dependiente de energía, fué dada por Krebs (68). 

quien encontró que la reacción es sensible al DNP. Esta enzima 

cataliza la transferencia directa y reversible de hidrógeno entre 

un dinucleótido de nicotinamida reducido <NADH> y difosfo piridin 

nucleótido de nicotinamida y adenina oxidado <NADP>, de acuerdo a 

la reacción: NADH+H + NADP NAD + NADPH. 

La enzima fué descubierta en 1952 por Colowick y cols <69). Un 

ano después los mismos autores describieron la preparación de la 

enzima lranshidrogenasa ~nsoluble, obtenida a partir de teJidos de 

mamí'fero y que siempre está asociada a la membrana interna de la 

La enzima purificada está constituida por un sólo mi tocondr ia. 

polipéptido con un peso molecular de 97 Kd. Durante su purifica-

ción frecuentemente se contamina con las subunidades alfa y beta 

de la ATPasa, con deshidrogenasa succínica y con deshidrogenasa de 

NADH. La enzima purificada, es estable hasta por dos meses a 4 e 

si el medio se complementa con fosfolipidos, si se omite este 

paso, el 50~ de la actividad de la preparación, se pierde en 24 
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horas. 

Ernster (70-72) y Kaplan (73) demostraron independientemente, 

que la reducción de NADP por NADH que se realiza en la mit.ocon-

dría, es catalizada por una NADPH-transhidrogenasa cuya actividad 

es dependiente de energía (véase Krebs ,C68), con una Kap de 

equilibrio mayor (500) <74), que la constante de equilibrio PaYa 

la reacción de transhidrogenación en ausencia de energía~ cuya Kap 

es de 0.79 con un Go = +0.14 kcal/mol. Se utiliza una unión de 

alta energía del ATP, por cada molécula de NADP que se Ye duce 

obteniendo los mismos resultados con partículas submitocondria-

1 es < 75 > • 

La reacción de transhidrogenación se realiza por medio de la 

formación de un complejo ternario ordenado (76), de vida media 

corta, que se forma a través del mecanismo de Te ore 11-Chance, 

proceso du.Yante el cual no se produce recambio con el agua del 

medio que rodea a la enzima. 

Aún cuando la transhidrogenasa de NADH membrana! no se ha 

purificado completamente, se puede concluir que es diferente a la 

transhidrogenasa solubilizada obtenida del compleJo I, por las 

siguientes razones: 

1) La enzima solubilizada puede catalizar la 
transhidrogenación NO dependiente de energía-

reacción de 

2) Tanto la enzima solubilizada como la unida a membrana son 
inhibidas por altas concentraciones de NADH+H , NAD y ade­
nín nucleótidos, pero no por adenina, que solamente in­
hibe a la enzima membranal. 

3) El pH óptimo para la enzima membranal es de 6.0 a 6.5, 
mientras que la enzima solubilizada no presenta esta ca­
racterística, medido desde PH 5.0 hasta 9.0 
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Skulachev C77), ha presentado evidencias de un efecto electro-

génico de los componentes que participan en la reacción de trans-

hidrogenación. Este efecto electrogénico se ha estudiado en partí-

culas submitocondriales, en las que la adición de NADH o de NADPH 

produce una diferencia de pH a través de la membrana de la Partí-

cul, se traduce en una alcalinización del espacio interno, que 

indica que la reacción de transhidrogenación se acampana de una 

liberación de protones hacia el medio de incubación. Los datos de 

Skulachev 'fueron confirmados por van de Stadt C78) quien por 

primera vez demostró una síntesis neta de ATP a partir de ADP y 

fosfato a expensas de la reacción de NAD + NADPH -------- NADH + 

NADP. Skulachev, apoyándose en la hipótesis quimiosmótica de 

Hitchell <79), propuso que la transhidrogenasa mitocondrial fun-

ciona como bomba transmembranal de protones lo que explica su 

caYacter í st ica electrogénica, y su mecanis rno de reacción. Esta 

hipótesis le permite explicar para ésta enzima porqué la energía 

derivada de la cadena oxidativa, puede desplazar el equilibrio de 

la reacción hacia la reducción de los nucleótidos correspondien-

tes, a través del gradiente de protones generado por la actividad 

de la cadena oxidaliva. El mecanismo propuesto por Skulachev paya 

la acción de la transhidrogenasa es el siguiente: 

NAD- + TNCl 
NAD.TNCl + NADPH4-

NADH2-.TNC1 + 2H+ Cf) 
NADH3.TNC1 + TNC2 

NADH3.TNC2 
NADH2-.TNC2 

NAD- + NADPH4- + 2H+Cf) 

NAD.TNCl 
NADH2-.TNC1 + NADP3-
NADH3.TNC1 
NADH3.TNC2 + TNCl 
NADH2-.TNC2 + 2H+Cd) 
NADH2- + TNC2 

NADH2- + NADP3- + 2H+Cd) 

en donde TNCl y TNC2 corresponden a dos formas de transhidrogenasa 

con la propiedad de transportar NADH3 respectivamente, hacia 
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adentro o hacia aruera de la membrana. Los datos de Skul. achev 

están de acuerdo con los de Rydstrom (60), escencialmente en tres 

aspectos: 1) 

que cataliza 

la 

la 

existencia de dos rormas de transhidrogenasa una 

reacción dependiente de energía, y otra que cata-

liza la reacción no dependiente de energía TNCl y TNC2 de 

Skulachev), 2) el mecanismo de reacción que propone es por medio 

de la formación de un complejo ternario ordenado, 3) que la ener-

gía proveniente de la cadena oxidativa que impulsa la reacción de 

transhidrogenasa, es aquella representada por el gradiente de 

protones que se genera durante la actividad de la cadena. En otros 

aspectos la proposición de Skulachev es incompatible con las 

proposiciones de Rydstrom en los siguientes puntos: la participa-

ción 

ción, 

los 

jos 

de los protones, por ejemplo, como efecto de la energiza-

solo a nivel del complejo enzima-NADH, no tomando en cuenta 

datos de que las constantes de disociación de los dos comple-

binarios CEA y EQ en la terminología de Rydstrom) se alteran 

drásticamente por la energizaci6n. De acuerdo a la hipótesis de 

Skulachev la sola adición de NADH, en ausencia de NADP, 

través 

debería 

ser capaz de alterar el gradiente de protones a de la 

membrana de la vesícula,, lo que no se ha demostrado experimen-

talmente. Segundo la hipótesis de Skulachev define las dos formas 

de transhidrogenasa TNCl y TNC2 como dos entidades estáticas, sin 

conversión de una forma en la otra durante la reacción,, de manera 

que no toma en cuenta la dependencia de las velocidades máximas 

relativas de las reacciones hacia adelante o hacia atrás mediadas 

por la transhidrogenasa,, bajo las condiciones de concentración de 

CNADH+J CNADPHJ/ CNADHJ CNADPJ = 0.003 valor que corresponde a 
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un "potencial de nucleótidos 

log 0.003 + -3.4 kcal/mol, en 

de nicotinamida" de 

donde el valor 0.14 

G+ 0.14+1.39 

es el Go basado 

o.79 a 30 e y pH 

NADPH. Es el 

en la constante de equilibrio conocida que es de 

7.5 para la reacción NADH+H + NADP NAD + 

potencial de los nucleótidos de nicotinamida el que regula la 

transformación de la transhidrosenasa de la forma inactiva <TH> a 

la forma activa <THX>. En conclusión el mecanismo propuesto 

Skulachev dá una interpretación correcta para los aspectos termo-

dinámicos de la reacción, pero por otro lado no toma en cuenta los 

aspectos cinéticos de la misma. 

Un aspecto 

dependiente de 

importante de la 

energía <NADH+NADP 

reacción de transhidrogenación 

---- NAD+NADPH>, es que durante 

el proceso se consume una unión de alta energía, proveniente de la 

hidrólisis de ATP. La reacción en reversa por otro lado, cuando se 

estudia en partículas submitocondriales acopladas, no tiene el 

mismo rendimiento energético. Los resultados obtenidos indican, la 

síntesis de solamente 22 nanomolas de ATP/min/ms de proteína, 

según lo reportado por van de Stadl (71). Estos resultados sisni-

fican que la reducción de NADP, requiere de un elevado consumo de 

energía 

mente 

5.0 Kcal / mol), que no es recuperable ya que aparente-

se utiliza para aumentar la afinidad de la enzima por el 

NADP (4.7 kcal/mol para una K =500 en donde el G -a. 4 

kcal/mol <hidrólisis del ATP> 
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B. FLAVOPROTEINAS y OXIDO - REDUCCION 

La detección inicial de la riboflavina o de un derivado de la 

misma fue e 1 a i s 1 amiento , reportado en 1879 por Blyth, de un 

pigmento 

periodo 

resinoso impuro al que llamó lactocromo. Después de un 

de aproximadamente 50 anos, vay ios grupos iniciaYon 

aislamiento de pigmentos amarillentos de una gran diversidad 

el 

de 

'fuentes, entre esos compuestos se encuentran el Cito~lav, aislado 

por Banga y Szent-Gyorgy, el Liocromo de Ellinger y Koschara y la 

Lactoflavina aislada también por Ellinger. 

El primer trabaJo en el que se describe el aislamiento de 

riboflavina cristalina fue de Uagner-Jauregg quien aisló de e 1 aY- a 

de huevo unos cuantos miligramos de ovoflavina, este trabajo dió 

origen al descubrimiento del papel nutricional de la vitamina B2 

Un aspecto importante en la función de la vitamina, fue la obser---

vación de que durante la oxidación de glucosa 

coenzima reducida, el NADPH, cuya reoxidación 

se produce 

es catalizada 

una 

la "VIEJA ENZIMA AMARILLA" de Uarburg CSlJ. Al tratar a la enzima 

con metanol se produce una proteína incolora y un pigmento libre. 

Kuhn senal6 que este pigmento 

riboflavina. Theorell demostró 

era estructuralmente igual 

que el grupo prostético 

a 

de 

la 

la 

enzima amarilla no era la riboflavina en sí sino un derivado que 

ident i f ic6 como riboflavina-5/-fosfato, que actualmente y de 

manera general se conoce como Flavin Mononucleótido CFMN>, término 

incorrecto ya que la unión entre la base nitrogenada y el azúcar 

no es de tipo glucosídica. 

En la cadena oxidativa se identificaron varias flavoproteinas 
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<82,83), las cuales fueron divididas de acuerdo a la inhibición de 

la óxido-reducción en presencia de rotenona, en •pozas" de alto y 

de baJo potencial. La poza de baJo potencial 84 contiene una. 

flavoproleina 

componente de 

con 

baJa 

propiedades de alta fluorescencia 

fluorescencia <FpDl). La poza de 

C FpL >, y un 

alto polen-

c ial, contiene un componente rápido <tl/2 = 200 mseg) el cual en 

presencia de rotenona, tiene alta fluorescencia que fue designado 

como componente FpF y un componente de baja fluorescencia designa­

do como FpD2. 

Además de las flavoproteínas "libres• descritas anteriormente, 

algunas deshidrosenasas como la del succinato, la colina y la 

poseen su propio componente de flavina como saYcosina, 

prostético. También se han descrito flavoproteínas de muy 

fluorescencia en las enzimas de la oxidación de ácidos grasos. 

En la mayoría de las f lavoproteinas tanto el FAD como el FHN 

se encuentran asociados a la apoproteína por uniones no cava len-

tes, por lo que pueden separarse fácilmente por desnaturalización. 

Una excepción es la deshidrogenasa del ácido succínico, en esta 

enzima la unión entre la flavina y la apoproteína sí es covalente, 

ya que no se 

con ácido o 

disocia poy desnaturalización ya sea por tratamiento 

álcali, o la misma ebullición de la enzima. 

de esta enzima solamente se puede liberar por proteólisis, 

conf'irma el carácter covalente de la unión <85,86). 

El primer péplido de flavina fue aislado por Kearney 

la purif'icación y caracterización del mismo se realizó 

El FAD 

lo que 

(87, 88). 

por el 

grupo de 1Jang C86,89). La flavina derivada de esos péptidos es 

inactiva desde el punto de vista biológico, 

negativos en la prueba de la D-aminoácido 
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microbio lóg ices. Este componente presenta desde el punto de vista 

de caracterización espectrofotométrica un desplazamiento hipercró-

mico de la banda de 375 nm, cuando pasa de la forma oxidada a la 

forma neutra; además presenta una curva característica de fluo~e-

scencia, dependiente del pH. El máximo de ~luorescencia se observa 

entre pH 3.2 - 3.4 y en ese rango la intensidad es igual a la de 

la riboflavina libre. Sin embargo a diferencia de la vitamina, la 

fluo...-escencia. se apaga en relación directa al pH cuando éste 

lleva lentamente hacia la neutralidad, de manera que a pH 6.0 

más alto, a los que la vitamina y el FMN muestran su máximo 

se 

o 

de 

intensidad de f'luorescencia, la del FAD de la deshidrogenasa 

succínica es cercano a O. 

Tanto la reducción enzimática como la no enzimática de 

flavoproteínas, se cayaclerizan 

sitorias en EPR y de bandas de 

por la aparición 

absorción de 550 

de senales 

a 700 nm. 

las 

tran-

Estas observaciones son consistentes con el mecanismo de reduc-

ción por medio de dos transrerencias consecutivas de un electrón-

En el sistema de la cadena oxidativa mi tocondr ial, se generan 

intermediarios de flavina-semiquinona, mecanismo que parece ser el 

que ocurre durante el proceso de deshidrogenaci6n catalizado POY 

las flavinas. 
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e. CENTROS HIERRO - AZUFRE DEL SEGMENTO NADH-CoQ. 

Los centros Hierro/Azufre en general, se encuentran asociados a 

proteína libre de flavinas. Una excepción es la deshidrogenasa 

succ!nica, en la cual el centro hierro/azufre que contiene, está 

unido al mismo péptido al cual se encuentra unida la flavina de la 

enzima. Fueron descritos por pYimera vez por Beinert C90) 

utilizando técnicas de EPR. Los centros hierro-azufre del segmento 

b-f fueron descritos 

estos centros en el 

por Rieske 

segmento de 

C91). Se han caracterizado 5 

la NADH:CoQ óxido/reductasa de 

de 

la 

cadena oxidativa mitocondrial C90,93) cuyas propiedades de óxido 

/reducción y localización, 

bajas temperaturas (4 a 20 

se han deducido por estudios de EPR a 

Los cinco centros de Fe/S de éste 

segmento se encuentran a concentraciones equimoleculares y equi-

molecularmente cada uno de ellos con el contenido de Flavin mono-

nucleótido en este segmento de la cadena oxidativa. Los potencia-

les estándar de óxido/reducción son -0.2, -0.245 y -0.305 V paya 

los centros 2, 3-4 y 1 respectivamente (94). Asi mismo, las velo-

cidades relativas de reducción dan el siguiente orden de localiza­

ción 2>3+4>1 C87), la representación esquemática del transporte de 

electrones en este segmento se presenta en la siguiente ~igura 5. 
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Con el avance metodologico que representa la técnica de 

resonancia paramagnética del e~ectron CEPR>, se ha podido determi-

nar la estructura ' del sitio .de combinación del Hierro con las 

proteínas que componen dichos c~ritros. La cadena polipeptídica de 

la apoproteina correspondiente poseé 4 cisteínas, cada átomo de 

azufre de las cisteinas, en ~orma de mercaptano, se une a un átomo 

de hierro. Los cuatro átomos de hierro rorman un tetrahedro irre-

gular con distancias Fe-Fe de aproximadamente 0.28 nm, los átomos 

de azurre se entrecruzan en un tetrahedro de 0.35nm de lado, cada 

uno de el los por su localización espacial queda unido a 

átomos de Fe. Cada 11 agregado 11 que se forma es capaz de aceptar a 

un solo electrón. FIGURA 6 

En la mitocondria, en todos los casos estudiados, las enzimas 

que oxidan a los substratos CNADH, succinato, las acil CoA, 

cetoglutarato, colina Y sarcosina) son flavoproteinas que contie-

nen un centro Hierro/Azufre como componente integral_ 

En éstos organelos el potencial de o/r del Centro 1 de Fe/S 

se modifica de manera importante por la adición de ATP (95,96). 

cambio semeJante al descrito para los citrocromos br y a3 <97). 

El estudio comparativo entre dos especies de Sacharomyces 

<Cereviseae y Carlsbergensis) así como de Candida utilis (98-100) 

reveló una estrecha relación entre la presencia de un Centro Fe/S 

Ce l que genera la senal g= 1.94 en EPR>, el sitio sensible a la 

rotenona y el sitio 1 de la rosforilación oxidativa. Ya que cuan-

do las células de C. utilis se crecen en presencia de concentra-

e iones limitantes de hierro o de azufre, se pierde el sitio de 

sensibilidad a la rotenona, el centro Fe/S Cg=l.94) y el sitio 1 
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de la fosforilación oxidaliva, la pérdida es reversible, ya 

en 

c,ue 

los cuando 

sitios 

el medio 

senalados, 

de cultivo de las células deficientes 

se complementa con el elemento limitante se 

recuperan simultáneamente las 3 actividades. Los resultados obte-

nidos con levaduras se comprobaron utilizando cicloheximida, que 

induce la desaparición simultánea del Sitio I de la fosforilación 

oxidativa, del Centro Fe/S (g=l.94) y del sitio de sensibilidad a 

la rotenona (101). De los datos senalados se puede concluir que 

el sitio de acción de la rotenona se localiza del lado de oxígeno 

de la NADH deshidrogenasa y no del lado de substrato oxidable, 

como había sido propuesto por Chance, a partir de la determinación 

de los llamados puntos de entrecruzamiento" <cross over points) 

( 102-105). 
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D. COENZIHA Q ó UBIQUINONA 

La Coenzima a se detectó por PY"imera vez en 1955 por 

Festenstein y Horton (106), a partir de extractos de teJidos, pero 

su participación y función en la cadena oxidativa mitocondrial se 

empezó a considerar hasta dos anos después cuando Crane <107) la 

aisló de mitocondrias. A partir de esa publicación, la Coenzima U 

ha sido aislada de mitocondrias obtenidas de muchas 

( 108) - Sin embargo no es un componente exclusivamente 

cirial ya que también se ha aislado de microsomas <109), 

cloroplastos (110). 

fuentes 

mitocon­

núcleos y 

La localización de la Coenzima Q no parece estar resty-ingida 

únicamente a la membrana y en relación con la cadena oxidativa ya 

que Alemán en 1966 (111) demostró su presencia en la aldehído 

oxidasa. 

La fracción 

ser una 

extramembranal y extramitocondrial de la 

porción mínima cuando se aplica el método 

coa 

de 1 parece 

"f'actor del citrocromo a" de Schollmeyer y Klingenberg (105) para 

calcular su distribución. 

Kroger y Klingenberg <113), describieron que la Coenzima Q 

participa como un acarreador móvil (114) de electrones, entre las 

flavoproteínas y los citocromos, y crearon el concepto de "POZA" 

para la Coenzima Q <115). Tanto ésta como el NAD tienen una 

conducta semeJante desde el punto de vista de los procesos de 

la óxido/reducción ya que se reducen en el estado controlado de 

respiración estado 4 y se oxidan completamente en los estados 

activo (estado 3) y desacoplado. La reducción de la Coenzima Q y 
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NAD siguen funciones lineales con una menor reducción de la del 

CoG, en comparación con la del NAD, ba Jo todas las condiciones 

estudiadas. 

Las pozas de NAD y Coenzima Q son homogéneas y de ésta manera 

colectan hidrógenos de varias deshidrogenasas y los canalizan 

hacia la secuencia unificada de transferencia de electrones,. que 

es la cadena de citocromos. Esta homogeneidad parece ser necesaria 

para que 

cinética 

El 

se efect~e una coordinación "paralela" termodinámica 

entre las diferentes deshidrogenasas. 

trabajo de Uidger, utilizando una preparación libre 

o 

de 

citocromos, sensible a rotenona de un segmento de la cadena oxida­

tiva mitocondrial que catalizaba la oxidación de NADH por Coenzima 

Q + Ferricianuro permitió determinar no sólo la concentración sino 

la ~racción activa de la Coenzima U y reafirmar el concepto de 

de-"poza" para este compuesto. Sus observaciones le permitieron 

mostray que durante el proceso de óxido/reducción de la coenzima 

por NADH, se ~armaba un radical, el de la ubisemiquinona. 

Por cálculos realizados, tomando como base el e i tocl'""'omo a, 

se encontró que la concentración de Coenzima Q es varias veces 

mayor que la del citocromo a, independientemente de la fuente 

tisular de donde se obtengan las mitocondrias, por eJemplo: en 

corazón de res CoQ 4.0 molas/g de Prot, cit. a3 0.5 molas/g de 

Prot.; en hígado de rata Coa 1.8 molas/g de Prot, c i t a3 0.25 

molas/g de Prot.; músculo esquelético de rata CoQ 3.0 

Prot. cit a3 0.35 molas/g de Prot. 

molas/g de 

Estos datos indican que la Tunción de la Coenzima a puede 

ser no catalítica, o ser un paso limitante en el mecanismo de 

transporte de electrones de la cadena oxidativa, ya que la re la-
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ción promedio con el citocromo a3 <mol/mol) es de 6 a 8.5 veces. 

Esta relación se refleja en forma extrema en la levadura, organis-

mo en donde la relación es de 36 <CoQ 5.4 molas/g de prot. cit a3 

o. 15 molas/g de prot) <116) y que confirmaria el concepto de 

"poza" de la Coenzima G. 

La estequiometria de la cadena oxidativa, tomando como uni-

dad a la Coenzima a seria: 

De 

lares, 

NADH, 

TABLA 1 

D. Hálica<l> 

D. Glutámica(l) 

D. Isocitrica<NAD><l> 

D. Isocítrica<NADP><l> 

NAD 

NADP 

CoQ 

D. Succ:ínica 

D. NADH 

Citocromo b 

Citocromo c 

Citocromo e 

Citocromo a+a3 

0.071** 

0.0014 

0.0042 

0.0035 

1 .05 

0.571 

1. o 

0.0285 

0.021 

o. 105 

0.0571 

o. 142 

0.142 

*Adaptada de Klingenberg (117). 
** Relación molar referida a la Coa. 
1> Enzima~ NO membranales 

la tabla anterior, poY comparación de las relaciones 

se puede concluir que las funciones de la Coa y 

mo-

de 1 

podrían ser análogas; esto exclusivamente en base a que sus 
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concentraciones estequiométricas son similares. 

Un importante trabaJo en la adscripción de una posible función 

para la Coenzima Q en el mecanismo de transporte de electrones, 

fue el de Lester y Fleischer CllS>, en el que, el tratamiento de 

partículas submitocondriales con acetona, resultaba en la pérdida 

de la capacidad de oxidación del succinato, la que se restablecía 

por la adición de la Coenzima Q ó sus análogos. 

rae ión era necesario anadir además al sistema de 

En esta prepa­

reconst ituc ión, 

citocromo c' lo que ponia en duda la certeza de que la molécula 

necesaria para la reconstitución fuera la Coenzima O. En ese mismo 

trabaJo se encontró que la oxidación del NADH se perdia irreversi-

blemente, la Y"espuesta aparente a este problema fue la presencia 

de solvente remanente ya que, la lio~ilización exhaustiva de la 

preparación, Yecuperaba en un buen porcentaje la capacidad para 

oxidar NADH Cl19). Por otro lado esas observaciones permitieron 

corroborar que algunos compuestos orgánicos alifáticos o aromáti-

ces actúan 

mitocondrial 

Redfearn 

citocromo c 

como inhibidores del sitio I de la cadena oxidativa 

y Burgos < 120), publicaron que también la adición de 

a la preparación extraída con acetona recuperaba 

aproximadamente el 40% de la oxidación de succinato. Est.o a pesar 

de haber comprobado que la extracción con solventes orgánicos de 

las partículas submilocondriales remueve completamente a la ubi-

qui nona, y después de haber eliminado completamente el solvente 

por liofilización exhaustiva. 

La velocidad de oxidación de la Coenzima Q es dos a tres veces 

mayor que la velocidad de oxidación del NADH en la preparación de 
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partículas que transfieren electrones CETP>. Mientras que la velo-

cid ad de reducción es igual a la velocidad respiratoria inducida 

por la oxidación de NADH 

electrones e 121 >. Sin 

y mayor que la de otros acarreadores 

embargo la velocidad de reducción de 

de 

la 

Coenzima Q no debe tomarse como representativa de la velocidad 

máxima de transferencia de electrones ya que aparentemente las 

de deshidrogenasas son las limítantes, dado que sus velocidades 

óxido/reducción difieren por un factor de 5 a 10 veces_ 

Este punto ha sido recientemente tomado por un grupo 

europeo de bioenergética, que ha presentado evidencias C122,l23>, 

que indican que los sitios de control de la velocidad respiratoria 

no se encuentran solamente en el punto mencionado <las deshidroge­

nasas), ni en el acarreador de adenin nucleótidos, como también ha 

sido postulado, sino que los sitios de control SC! expresan o 

desaparecen según las condiciones metabólicas o experimentales a 

las que se someten las mitocondrias, y en general puede concluiY-

se que 

celular, 

esos controles son un reflejo de la actividad 

por lo que dependiendo de las condiciones del 

metabólica 

potencial 

de fosforilación o del potencial de óxido/reducción de la célula, 

se manifestarán unos u otros sitios de control. 
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E. PAPEL DEL K+ 

Gromet-Elhanan <124), demostró, en cloroplastos que la foto..-e-

ducción de NAD es inhibida por valinomicina y nonactina a altas 

concentraciones, y que el efecto eY-a independiente de la presen-

cia de K + o de su translocación mediada. Estas observaciones se 

comprobaron poy- Keister y Hinton <125) y Telford y Ba..-be..- ( 126) , 

quienes 

inhibía 

demostraron que la valinomicina a altas 

la fotofosforilación en cromatóforos de 

caneen t raciones 

Rhodospirillum 

rubrum, y que dicho efecto se debía a inhibición del transporte de 

electrones. McHurray (127) también demostró la capacidad inhibi-

dora de la valinomicina en la fosforilación acoplada y en un 

sistema de reducción de ferricianuro, tanto en cloroplastos intac­

tos como en pa..-ticulas subcloroplásticas <128). 

En 1943 Boye.- y cols. ( 129), demostraron en un homogenado de 

músculo que se requería K + para que ocurriera la esterificación 

de ácido fosfórico durante la oxidación de piruvato, POY" lo que 

Potter 130). lo incluía rutinariamente en el medio de incubación 

en sus pioneros estudios sobre la fosTorilación oxidat iva, aún 

cuando él mismo encontró que este catión no tenia efecto sobre la 

oxidación del succinato. 

Kennedy y Lehningey- <30,32) en 1949 trabajando con homogenados 

salinos de músculo reportaron que el efecto era inespecífico ya 

que el sodio tenía el mismo eTecto que el-K +. 

En 1952, P..-essman y Lardy (131,132), reportaron que el K+ era 

necesario para la fosforilación oxidativa en mitocondrias aisladas 

de hígado de .-ata, con substratos NAD dependientes. Sin embaY-go 
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esta afirmación ha sido cuestionada por algunos grupos ( 133). 

mientras que otros la favorecen C134) y otros más han descrito un 

efecto desacoplante del catión C135) utilizando el mismo tipo de 

preparación ... 

Ueiner y Lardy Cl36> observaron un efecto desacoplante del sodio 

en una preparación de mitocondrias de rinón, esta acción de saco-

plante del sodio es revertida parcialmente por la adición 

potasio al medio de incubación. 

Los estudios de Gómez-Puyou y cols.C137), demostraron que 

K+, efectivamente se requiere para el óptimo funcionamiento 

de 

el 

del 

sitio 

modelo 

I de la cadena oxidativa mitocondrial, utilizando como 

experimental una preparación mitocondrial, de hígado de 

rata, depletada de K +. 

Nuestro traba Jo ( 138). con el polieter XXVIII demostró que 

cuando el K + se remueve o disloca de su sitio en la membrana, la 

cadena oxidativa pierde su capacidad funcional en el sitio I. 

FIGURA 8 ). 

En ese trabajo (138> además se demostró que la adición de K+, 

restablecía la capacidad funcional del sitio I de la cadena, 

medida como la capacidad para oxidar substratos dependientes de 

NAD. FIGURA 9 >. 

51 



T 
lOOnAtO 

J_ 

@ 

• iº 1--i mln--1 
\·, ., 
~ ... 

® 

l8 

lL.­;r 
p-oH BUTYRAlE GLUTAMAlE + MALATE 

·! 
~-· 

I;-

FIGURA 8 

\/ALI NO MYC! N 
. 1 

1 
1 PO!...YETHER XXVIII 

º>----\ 1 . 
~ '. 

·. ·t~~-.·~mMK·:~ 
2'\_"'-._~2'5mM K• 

'!>Omr.-t Kº 

1320 nAT6Ms 7'5mMKº 

J.. .. . º2 
ioomM K~ 

. I 'M1N 1 
----'!1-60mM K• 

w1thout add .. d 
poty<:":h~r \" 

FIGURA. 9 

52 

o 

@) 

SUCCINAlE 

1 
¡ 

1 

---@---------· 

XXVIll 

! 

260 

:¡ 

:1 
H 

" 
" '.I ., 

1 

l 



En partículas submitocondriales 

demostraron que el K+ es capaz de 

Latina y 

estimular 

Gómez-Puyou C139,140), 

la oxidación de NADH 

pero que no afectaba la oxidación de succinato. Por otro lado la 

octilguanidina (catión al PH del ensayo) inhibe fuertemente la 

oxidación de ese nucleótido. 

Estos estudios permiten concluir que en el sitio I de la cadena 

oxidativa debe existir un sitio aniónico al cual se une el K +, 

probablemente 

h idrof ób ic a, 

inmerso en un ambiente de naturaleza amf ipát ica o 

ya que el K + es alcanzado por el polieter XXV l l I, 

cuya naturaleza hidrofóbica está dada por los 2 bencenos que lo 

componen, Junto con la cadena de carbonos que forman la 11 corona 11 

del compuesto (141). Sin embargo cabe hacer én~asis que dicho 

sitio puede, no ser fiJo o no estar localizado pro~undamente en la 

membrana, ya que el K + puede ser substituido por Na+ en ausencia 

de moléculas mediadoras de ese recambio. 
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F. INHIBIDORES ªESPECIFICOS" DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES. 

Es importante senalar la gran variedad de substancias que tie-

nen la capacidad de inhibir el transporte de electrones en el 

segmento NADH-Coa. tanto desde el punto de vista químico como 

físico. En otras palabras, no parece haber entre todos estos 

compuestos alguna semejanza estructural en relación con su capaci-

dad inhibidora. Entre otras han sido descritas las siguientes 

moléculas 6 grupos de moléculas, con esa capacidad: 

1. Rotenona <142). Un veneno producido por plantas. 

2. Piericidina (143). Un antibiótico insecticida parecido a la Coa. 

3. La Benzoquinona sesquiterpenica perezona <144> 

4. Barbitúricos como el Amital <145). 

5. Derivados de alquilguanidinas <146) 

6. Esteroides como la progesterona y el dietiletilbestrol (147). 

7. Compuestos de síntesis orgánica como los poliéleres macrocicli­
cos <148>. 

8. Antibióticos como la cicloheximida <149). 

9. Enzimas como las lecitinasas <150). 

10. Acetaldehido <151). 

11. Triton X 100 a concentraciones subliticas (152>. 

12. Compuestos orgánicos alifáticos y aromáticos <153). 

13. Ortofenantrolina (154) y 

14. Rehina <155). 

Los estudios de Garland <156) y Clegg <157>, demostraron que el 

sitio sensible a la Piericidina, en la cadena oxidativa mitocon-
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drial1 no es un componente común a todos los organismos que poseen 

un sistema oxidativo, ya que .,sus _es·t-udios en tres diferentes cepas 
.. .. ' ., 

de levadura que t ie rién'::e l_',csi·t i'C:i '!: de.· 1-a · for-for i 1 ación oxidativa, 

no pr~sentan En contraste con la 

piericidina, no se ha descrito ningún sistema 

biológico que tensa el Sitio I de la cadena oxidativa y que sea 

insensible a rotenona. Todas las evidencias experimentales indi-

can que el sitio de acción de la rotenona, se encuentra del lado 

del oxígeno del Centro II de Fe/S (158). Además de la información 

respecto al sitio de acción de la rote nona, aparentemente la 

piericidina y el dietiletilbestrol tienen el mismo sitio de 

acción que ella < 14 7 >. Sin embargo, no existe in"formación del 

sitio preciso de acción y del mecanismo de inhibición de los demás 

compuestos, excepto para el polieter XXVIII <138>, para el que se 

propone, dada su capacidad de formar clartratos con el K +, que 

modifica la ubicación o la concentración del K +, del cual depen-

de el máximo rendimiento del Sitio de la fosforilación oxidati-

va. Los estudios realizados por Estrada <159>, sugirieron como 

posible sitio de acción para el polieter, utilizando el mismo tipo 

de metodolosía para determinar el sitio de acción de la roteno-

na, que su efecto lo eJerce de manera similar a ésta, es decir ~ar 

el lado del oxigeno del Centro 11 de las Ferrosulfoproteínas del 

sitio I. Estudios recientes parecen indicar que el efecto del 

polieter se relaciona con el K +, su localización y/o concentra-

ción en la membrana. 

La pregunta que podría surgir es porqué, hasta un trabajo 

posterior <139), se pensó en que el mecanismo de acción del palié-

ter pudiera ser a través de un mecanismo de acción diferente al 
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de la Y"otenona, como fué propuesto en el primero <148) y segundo 

( 138) trabajos. El primer trabajo se enfocó pricipalmente a la 

descripción de los aspectos fenomenológicos del efecto del polié-

ter XXVIII sobre la cadena oxidativa mitocondrial, no po)'~ ello en 

la discusión de ese trabajo se deJaron de plantear otras posibili-

dades u opciones. Es por ello que en el trabaJo (138) se orienta-

ron los experimentos a tratar de encontrar cual de las proposi-

e iones era la que podría explicar má~ adecuadamente los resulta-

dos obtenidos hasta ese momento. En ese sentido desde el primeY 

trabajo se presentaron resultados en los cuales se demostró que 

el Cs + era capáz de revertir la inhibición inducida por el polié-

te y de la actividad oxidativa mitocondrial. De manera que en ese 

tercer trabaJo se demuestra que el mecanismo no depende de aniones 

o del equilibrio del flujo iónico inducido POY" el poliéter ó de un 

bloqueo del fluJo de electrones poy combinarse con el posible 

Hierro de los ó el CentY"o Hieyro/Azufre de maneY"a similar a como 

lo hace la rotenona, la piericidina o el amital. En ese sentido 

consideramos importante en un futuro, determinar la presencia de 

un compleJo polieter CXVIII-KJ en la membrana de diferentes prepa-

raciones mitocondriales, como las partículas submitocondriales ó 

las preparaciones de Hateffi o Keilin-HaY-tree. Esto con obJeto de 

determinar la posible presencia de un catión en la membrana 

determinar quizá, 

que se 

actividad 

cual y a quien pertenece el sitio aniónico 

y 

al 

une e 1 

del 

catión 

sitio 

para 

En 

ejercer su efecto regulador 

relación a este punto es 

sena lar el uso potencial de la genética en el estudio 

éstos componentes de la membrana. 
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El trabaJo desarrollado con el compuesto perezona, no deJa de 

tener relación con el interés pri~ari6 del laboratorio, que es el 

funcionamiento del sitio transporte de e lec-

tY"ones, del que constantemente se ha admitido que es uno de los 

más difíciles y retadores problema~ por resolver, en el estudio de 

la cadena oxidativa mitocondrial. Es en este sentido que nos 

pareció interesante utilizar a la perezona ( 160' 161) [2-( 1 ,5-

Dimetil-4 hexenil)-3hidroximetil-p-benzoquinonaJ. 

Químicamente esta substancia natural es un análogo de la Caen-

zima G, término que preferimos sobre el de ubiquinona, ya que éste 

último indica ubicuidad y se ha demostrado que no todos los orga-

nismos o teJidos la contienen. En éste pr imei· trabajo con la 

perezona, descY"ibimos una serie de efectos que tiene sobre la 

actividad de transporte de electrones en la cadena oxidativa 

mitocondrial, y además se describen algunas de sus propiedades que 

parecen ser importantes, en relación con el mecanismo por medio 

del cual afecta la actividad respiratoria mitocondrial .. En el 

trabajo enviado a publicación <144), se demuestra que el mecanismo 

probable, por el cual la perezona afecta la transf'erencia de 

electrones, de la cadena oxidativa mitocondrial es actuando como 

qui nona, es decir aceptando y donando electrones. Es importante 

senalar que la velocidad de reducción de la perezona. parece estar 

muy cercano a la velocidad de reducción de otros componentes de la 

cadena. .. Su adición a un sistema mitocondrial, respirando activa-

mente con substratos NAD dependientes, estimulada por ionófOYOS, 

desacoplantes o por ADP, se traduce en una inhibición de la acti-

vidad respiratoria sin retardo aparente. Sin embargo la oxidación 

de la molécula, parece ser mucho más lenta ya que si bien se 

57 



observa inhibición de la respiración, ésta nunca es de 100/:., lo 

que indica un rluJo, l imi lado, de electrones hacia la cadena. Si 

la temperatura del sistema de respiración se aumenta, entonces se 

observa que la capacidad inhibidora de la perezona, se va perdien­

do gradualmente en forma proporcional a la temperatura utilizada, 

perdiéndose a 350 e ó más. dato que se ha interpretado como un 

aumento en la velocidad de transferencia de electrones dependiente 

de la temperatuya. Es por eso que en el trabaJo nos inclinamos 

porque la perezona sea un aceptar y donador de electrones pero con 

velocidades signiricativamente menores a aquellas que poseen las 

qui nonas naturales. Esta propiedad de la perezona podrá ser útil 

en trabaJo ruturo a realizar en nuestro laboratorio, para determi-

nar si la Coenzima O, actúa o puede act.uar como un sitio de 

control de la actividad respiratoria mitocondrial. 
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Abstract 

Thc macrocyclic polyclhcrs dibcnzo-18<ro·wn·6 (X-XV1J1) and dicyclo­
hcxyl-18<rown-6 (XXXI) inhibit the \.0alinomycin-mcdialcd K+ 
accumuta1ion cncrgizcd by glut..,.matc, a:-kctog1utaratc, malatc plus 
pyruvntc or isocit.ratc but nol thal promotcd by succinatc, ascorbatc plus 
·rMPD or ATP. Thc polycthcrs inhibit thc oxidation of the formcr gruup 
of substralcs v1dthout prcvcnting cithcr thc oxidation of succinatc or 
ascorbatc plus T!\.U•D or thc hydrolysis of ATP • 

..-be subst.ratc oxidation inhibitcd by thc macrocyclic polycthcrs is 
rclievcd in intact n1itochondria by incrcasing thc conccntration of K +in 
lhc mcdium. lt is also con1plctcly reverted by supplcmcnting thc mcdium 
with ,·alinomycin, es• and phosphatc, or clsc by thc addition of vitamin 
K.3. 

In submitochondrial sonic parliclcs thc macrucyclic polycthcrs inhibit 
thc oxidalion of NADil as , .. ,rcll as thc ATP-ddvcn reversa) of clcctron 
now at thc sitc J of thc clcct.ron transport chain. Thcy a1so hlock t.hc 
oxidation of NADll in nun-phosphorylating Kcilin-Hartrcc particlcs as 
wcll as in 1-Jatcfi"s NADll-Cocnzymc Q rcductasc. Thc polyethcrs do not 
inhihit clcctron t.ransport in mitochondria from thc ycast ,,,·hich lack thc 
first. coupling shc. 

Thc inhihition of clcctron iranspurl Ly thc polycthcrs do not rcquirc 
of thc addition of alkaJi metal cations such as K •in intact n1hochondria 
or othcr mcmbranc prcp.;¡rations. 

ll is establishcd that thc macrocyclic polycthcrs XXVIII and X-XXI, 
alrcady charactcrizcd as mobilc carricr molcculcs for K • in n1odcl lipid 
mcmhrancs, inhibi1 c1cctron tro1nspnrl al silc 1 uf thc clcctron transport 
chain from mitochondrial 1ncm\Jr¡lncs . 

.. Supportcd in part by a Grant from thc Rescarch Corpor;,tion. 
t Pcrmancnt addrcss: Dcpart;.1mcnto de l\inquimica Facultad de l\tcdicina. Ciudad 

Unh·crsitaria, l\téxico 20, D. F. 

Cop')'right C> 1972. Plcnum Pul>lishing Cump:1ny LimitlC'd. No pan. oí this publication may be 
rcproduccd, storcd in ;a rctric,.·al systcm, .,, lran .. 1nil tlC'd, in any form or by any meaos, clccttonic, 
mcchanical. photocupying.. tnicrofilming. rccording or othcno.-isc, ,,,..-ithout wrlttcn pcrrnluion o( 
Plcnum Publishing Cornpany Limitcd. 
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h is suggcstcd that thc ability of thc polycthcrs to coordin3tc alkali : 
metal cations in aqucous versus lipid cn .. ·ironmcnts. but not K+ tr.tnsport · 
per se. is rclatcd t<> thcir rotcnonc-likc induccd inhibition of clcctron 
flow in mitochondrial mcmbrancs. 

Introduction 

Prc:vious obscrvations by Pedcrsen (1, 2], Eiscnman, Ciani and Szaho 
(3), Pressman (4) and Tostcson [5] have shO'\'l.'n that macrocyclic 
polycthcrs X..X.Vlll and XX-XI (dibcnzo, 18-cro'\vn-6 and dicyclohcxyl, 
18-cro·wn-6 respcctively), bchavc as K +-mobilc carricrs in lipid bilaycrs, 
erithrocy~c mcmbrancs and t'\'"º phasc '\.Vatcrrnock (watcr-bulk) lipid 
systcms. Data by Lardy [6] havc also sho'\\.·n that thc n1acrocyclic 
polyethcrs synthcsizcd by Pcdcrscn [ 1] pcrturb thc distribution oí alk¡di 
metal cations and substratc oxidation in mitochondrh1I mcmbrancs. 

Thc obscn.·ations hcrcby prcscntcd indico.ttc that thc abovc 
macrocyclic pulycthcrs spccifically inhibit clcctron ºº""' at thc 
NADl-l-cytochron1c scgmcnt of thc mitochondrial rcspiratory chain. This 
inhibitory eífcct is excrtcd by thc polyethcrs in intact mitochondria 
from rat livcr and bceí heart 9 in submitochondrial sonic particlcs9 in 
Kcilin·Hartrec prcparations and in Hatcfi complex 1 (NADH-cocnzynlc Q 
rcductasc) from becf heart sarcosomcs. Thc abovc rcsults are cvuluatcd 
with rcspcct to thc possiblc rclation existcnt bch'l.-•ccn K + transport9 
membranc K + rt:quircmcnts or cation complcx-coorclinatcs formcd in thc 
membranc and the ability oí polyethcrs to inhibit clcctron ºº"""' at thc 
NADH-cytochromc segmcnt of the respiratory chain. 

,\fatcrt"als and ,\fcthods 

Alembra11c Preparatt"t;nzs 

Rat ]~ver mitochondria wcre preparcd as dcscribccl by Johnson and 
Lardy [7]; becf hcart sarcosomes '\vcrc isohttcd as indicatcd by A. L. 
Smith [8); yeast mitochondria from S. ccrevisi'11..• '\vcrc prcparcd aítcr 
~l~ttoon and Balcavagc [9); submitochondrial sonic mcn1brane 
fragmcnts '\vcrc isolated as dcscribcd by Ch. T. Grcgg [ 1 O) ; Thc 
Kcilin·Hartrce hcart musclc prcparations ·wcrc prcparcd as dcscribcd by 
Kirig (11) and NADH-coenzyrne Q reductase (Complcx 1 of the 
rcspiratory chain} '\'1.-'as scmi-purificd as sho'\'1.-'ll by l-Iateíi and Ricskc [ 12). 

J\Jeasurement of Ion .1.\love1nents. Oxygen Consu11iptio11 and Lr'"glit 
Scatten'ng Changes t"n .1.\Utochondria 

A continuous rccording of oxygcn consumption9 light scattcring 
ch;1ngcs and variations in the cxtramitochondrial conccntration of K + 

1 

1 
! 
i 
1 

1 

lNlllBITION OF ~11TOCllOSDR1AL ELI 

and protons '\Vas carricd ou1 
dcvclopcd and constructcd by 
[13-15). 

,\Jeasurernent of Elcctron Trans. 

The encrgy linkcd rcductior· 
shown by Lec and Ernstcr [_ 
activity ·was cstimated as dcscn 
phusphorylation '\Vas assaycd a 
ATPasc activity was mcasurcc 
[18) and inorganic phosphate 
[19). Prutcin "\Vo.ts dctcrmincd l 

Thc macrocyctic polycthcrs 
from Dr. C. J. Pcdcrscn 1 Dupo 
antibiotic nigcricin '\Vas kindly 
Lilly laboratorics. 

Effect of Polycthcrs XX Vil/ a> 
Oxt"datt"on in /ntact J.\lt"tocliond 

A dctailcd study on thc cÍÍ• 
mitochondrial oxidativc phos¡ 
[6]. Such iníorn1ation shO"\"w'C· 
causcd an inhibition oí glutan" 
prcviously accumulatcd by 
chondria. Evidcncc describcd 
thc possiblc n1cchanis1n of tl 
polycthcrs in n1itochondria. P. 
polycthcr XXVIII inhibits ! 
induccd efflux oí K + p 
vatinomycin into mitochonc 
countcrmovcmcnt oí protons 
organcllcs. !\lorcovcr9 thc ac 
(mcnadionc) aftcr thc polye1 
inhibitcd oxidation oí glut 
stimulatc a simultancous up 
rclcasc of thc accumulatcd 

-gtutamatc is substitutcd by 
contrast 9 '\Vhcn glutan1atc is 
(Panel B, Fig. 1 ), polycthcr ::. 
cithcr to inhibit oxygcn upta 
K + mo'"·cmcnts. The addition 
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a.nd protc.111s _,,·as_ ·carricd· -out by mcáns. of an apparatus dcsigncd, 
d.:vclopcd and constructcd ·by Chance, !'\laycr, Prcssman and Graham 
[13-15]-

.. \lca.~urcrncnt of Elt.~ctron Transport Rcactions and A TPase . ..Jctivity 

Thc cncrgy linkcd rcduction of NAO+ by succin~1tc ,,·as mcasurcd as 
sho"·n by Lec and Ernstcr [ 1 6] . Thc N.r\.DH-cocnzyn1c Q rcductasc 
acti...-ity ""as cstilnatcd as dcscribcd by Hatcfi and Ricskc [ 12]. Oxidativc 
phusphorylation "'ªS assaycd as indicatcd by Chance and \\"illiams [17) . 
. ATPasc activity "·as mcasurcd by thc n1cthod of L;irdy and \\•ct1man 
( 18) and inorganic phosphatc ,,.as dctcnnincd by thc mcthod of Sumncr 
[ 19]. Protcin ""as dctcrmincd by thc Biurct 1\lcthod [20]. 

Thc m;:1crocyclic polycthcrs XXVlll and XXXI ,,·ere a gcncrous gift 
íro1n Dr. C.J. Pcdcrscn, Dupont de Ncn1ours Laboratory9 Dcla"•arc. prhc 
;:ullibiotic nigcricin '"ªs kindly supplicd by Dr. I\larvin Gorman, Thc Eti 
Lilly bboratorics. 

Rcsults 

Eff'-·ct of Po/y,·thcrs .. Y,Y F/// and .. Y .. Y,Y/ on Ion ~\toucuients and Substrate 
O.'\:idation in Intact l\litochondria 

A dctailcd study on thc effcct of diffcrcnt macrocyclic polycthcrs on 
ntitochondrial oxjdativc phosphorylation has bccn publishcd by 1-"l.rdy 
[6]. Suc~ infun11ation sho,,•cd that both polycthcrs XVIII and X...XXI 
causcd an inhjbitjon oí glutamatc oxidation parallcl to thc cfnux of K + 
prcviously accumulatcd by valinomycin-likc ion(Jphorcs into mito­
chundria. E.vjdcncc dcscribcd in Fig. 1 providcd thc c)uc to undcrstand 
thc possiblc incchanism of thc rcspiratory inhibition induccd by thc 
polycthcrs in n1itochondria. Panel .r'\. from Fig. 1 shn,vs that 5 x io-s I\1 
polycthcr XX'-'111 inhibits glutamatc oxidation sirnultancous to an 
induccd cfnux of K + prcviously accu1nulatcd by 2 X 10- 7 ~1 
v;tlinon1ycin into n1ituchundria. Thc polycthcr docs not cause a 
countcrn10 .... cmcnt uf protons parallcl to thc cjcction of K + from thc 
org;u1cllcs. ~Jurcuvcr9 thc addition of 8 X 10-3 µmoles vita1nin K3 
(n1cnadionc) aftcr thc polycthcr9 not only complctcly uvcrco1ncs thc 
inhibitcd oxidation of glut•unatc but also allo'-''S valinomycin to 
stin1ulatc a simultancous uptakc of K +. In turn9 anacrobiosis causes 
rclcasc of thc accu1nulatcd K +. Similar rcsults are ohtaincd ''"hcn 
glutamatc is substitutcd by a·kctoglutaratc. L-malatc or "isucitratc. In 
cuntrast 9 '\vhcn glutamatc is rcplaccd for by succinatc in thc mcdium 
(Panel B • .Fig. 1 ), polycthcr XX\.'Jll sho"·s to be C<.1mplctcly incffcctivc 
cither to inhibit oxygcn uptakc or to reverse thc valinnmycin mcdiatcd 
K + muvcmcnts. Thc addition of nigcricin aftcr thc polycthcr catalyscs a 
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GLUTAMATE SUCCINATE 
Valinomycln 1 PolyetherXXVlll 

Figure 1. "rhc cffcct of polycthcr XXVIII. mcnadione and nigcncin on thc 
oxidation of glutamate or succinatc and thc K + and H+ movc1ncnts rcspcct.ivcly 
stimulatcd by valinosnycin in intact. mitochon<lria. Thc rcaction mixture cont.aincd 
5 rn!\t KCl. 5 mM tricthanolaminc (TF.A) - HCI (pll 7.4). 3 m:\1 inorgo1nic phosphate 
("rEA) pH 7.4, 220 rn!\1 suCTo~c. and l .4 1ng mitu,·hundrial =--: in a 5 mJ vol u me at 
28° C. Valinomycin and polycthcr XXV111 wcrc addcd at conccntratiuns of 
2 X 10-'7 f\1 and 5 X 10-s :\1 rcspcct.ivcly; '\.vhcrc indiG1lcd vita111in K. 3 or 1ncn;ulione 
and nigcrkin '\.Vcrc ac.hkd at. conccnt.ration of 8 x 10- 3 µmole~ and 1.4 X 10- 6 :\t 
rcspcctivcly. Panel A containc=-d l O m:\1 glutamatc (TEA) plt 7.4, and panel B 1 O 1nl\.t 
succinatc (TEA) pH 7 .4. 

rcvcrsal uf thc K + and li + 1novcn1cnts in<luccd bv valinon1vcin. and a 
discrctc cnhanccmcnt of succin~llC oxicl~ttion [2Í] .. Almo;t iclcntical 
ncgativc inhibitory cffccts of thc pulycthc:r are found ,.,,·hcn succinatc is 
substitutcd by ascorbatc plus T!\lPD. At a conccnlrat.iun of 5 x io-s 1'1. 
polycthcr XXVlll docs not. affcct thc oxidativc pho~phl1ry1.ltion of 
glutamalc (substratc .from sitc 1) {6]. succinatc (suhstratc fro1n sitc ll) 
l 6]. or ascorbatc plus T:\lPD (suhstr-;ttc frum sitc 111) {0.9 P/O valuc 
,,•hhout. and 0.83 '"·ith 5 x 1 o-s ~l po1ycthcr XX"Vlll '"°ere fnund for 
thc lattcr pair). r..1orcovcr. '""hcn ~·'-TP hydrolysis is uscd as encrgy sour-cc 
for alkali ion transport (Fig. 2). polycthcr xx·v111 docs not affcct thc 
oscilatory uptakc of K + and thc light sc¡ltt.cring changcs catalyscd by 
valinumycin plus K •. Thc furthcr addition of nigcricin causes a r-apid loss 
of thc accu111ulatcd K + and a re-versal of thc light scattcring dccrcasc 
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Val1nomyc1n 

SxlcfSM 
Polyether XXVIII l lxlO 
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Figure 2. Thc cffcct of polycthcr XXVIII .and nigcricin on thc ATP-cncrgizcd K+ 
movcments and light scatlcring ch~u1gcs induccd by valinomycin in intact 
mitochondda. "rhc rcaction rnixturc containcd 5 rn!\t KCl, 10 m!\t lricthanolarninc­
IJCl (pH 7.4). ~00 m!\I sucrosc 5 m!\t ATP-Tds (pH 7.4) and 1.2 mg mitochondrial N 
in 5 ml volurnc al 28°. '\'alino1nycin, polycthcr XX'VJll 0tnd nigcricin ,,·ere addcd al 
the indic-atcd conccntrations. 

trace. In thc prcscncc of K • and at conccntr.ations onc or h'"º ordcrs of 
magnitudc highcr than 5 x 1 o-s ~1 9 pulycthcr X..X:'\71II Jnodcratcly 
uncouplcs thc oxidativc pho~phorylation of succinatc or ascorbatc plus 
T~lPD. At such cunccntrations9 it also stirnulatcs A"J'P hydrulysis in 
n1cdia cuntaining alkali metal catiuns ·with the sclcctivity 
K+> Rb+> es•. Ilovo,;cvcr .. cvcn at 10- 3 1\1. thc abovc co1npound docs 
not inhibit succinatc oxidation rcgardlcss uf thc addition of high 
concL"ntratiuns of alk;,li metal ion. ~rhus, from thc :ibovc n:sults it is 
apparcnt th:it polycthcr XXVII 1 inhibits oxygcn as "\.vcll as K + uptakc 
only '''hcn cation transport is cncrgiz.cd by substratcs oxidiz.cd at the 
leve} of thc sitc I of thc rcspiratory chain. 

Dicyclohcxyl 9 18-crov .. ·n, 6 (polycthcr XXXI) sho""'S idcntical 
oxidizable substratc sclcctivity than dibcnzo. 18-cruwn .. 6 (polycthcr 
X-X'Vlll) to inhibit oxygcn uptakc in intact Jnitochundria or 
submitochondrial mcmbranc frag1ncnts. IIo"""L·vcr. con1pound X..XXI is. 
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quantitativcly lcss active than polycthcr x.xv·111 to inhibit glut:unatc 
oxidation. In fact thc formcr compound rnodcratcly stin1ulatcs statc J'V 
rcspiration in thc prcscncc of succinatc and K + cvc:n at conccntr;itions 
(JQ-6 1\f) ·whcrc poJycthcr XXV'JIJ sho'\'\"S nq;;JigibJc cfft-""ClS on SllCCÍllatC 
oxidation. Thc apparcnt v:.11ino1nycin-likc 66 Ul1C•H.1pling"• cffcct L22] of 
polycthcr XXXI, may be rcl:.ltt..•d to its quantitath:cly grcatcr ability .. ,,·ith 
rcspcct lo compound XX'VllI, to tr:.1nspurt K + :.1cross Iipid hil:.1ycrs of thc 
1\tucllcr-Rudin l)"}lC (3]. Thus .. bccausc of thc undc~ir:.1blc ... uncllltplingº 
cffcct. of con1pound XX.XI, pulycthcr XX"Vlll ,,·as uscd in ali 
cxpcriincnts dcscribcd bclo"'·· 

Effcct of Diffcrcnt .. 4.nions and Cations on thc Inhibition of Elcctron 
Transport by Pof)1cthcrs in Intnct .. Uitochondn·a 

FiguTcs 3-6 indicate that snn1c of thc catiun chlatr;.1ting propcrtics of 
polycthcr :XX'Vlll [23] are n:latcd to its ability to inhihit substratc 
oxidation at sitc 1 of thc clcctron transport chain. Siinilar to 
nigcricin-likc ionophorcs [24]. thc ionic sclcctivity uf polycthcr XXV'JII 
to inhibit oxygcn uptakc is clcpcndcnt un thc ;lnion prcs<.•nt in thc 
mcdium (Fig:. 3). 'rhc poly<.·thcr dncs nol sho·w apprcci;ablc ionic 
discri1nination tu inhibit c1xygcn uptak<.• in thc prcs<.·ncc of aninns such as 
:1cctatc or formatc (lo·wcr tracing. J:'ig. 3}; hHwL·vcr. it clc;.srly 
cliscriminatcs hct, .. ·<.·cn K + and othcr alk;l)i n1ctal ions whcn ino1·g:anic 
orthophosphatc is usc·d as en-ion (uppcr t1·acing., Fig:. 3). ~-\. prcviously 
pnstulatcd role uf anions. as sourcc of prntons for facilitating thc 
mcn1branc cxchangc uf alkali metal ions [24] coulcl be thc cxplanation 
for thc abovc rcsuhs. ·rhc oxygcn uptakc block 1nccliatcd by thc 
macrocyclic niobilc carricr is also scnsit ivc to thc ionic gradicnts 
cstahJishcd across thc 1nitochnnrlrial mcn1hranc . ..-'\.s sccn in Fig. 4. thc 
incrcasc in thc conccntr.ation of c:xtra-1nitncho11drial K +. gradually 
rcvcrts thc Tcspiratory inhibition induccd by thc pnlycthcr at thc 
NADl-I-cytochroinc scgmcnt of thc rcspiratury ch<lÍn. :\.torcovcr, Fig. 5 
illustratcs that 20 rn!'\I CsCl and v;1Jinomycin ovcrcun1c thc polycthcr 
induccd-inhibition of glutarnatc oxidation prcviously stin1ulatcd by 
2.4-dinitrophcnol in thc abscncc of addcd alkaJi rnctals. T'vcnty 
m~1 of cations such as Li+ or Na• do not Tcplacc for es• in thc abovc 
cffect. 

Effects of Polycther X .. YFJII on Elcctron Transport at Sitc I of thc 
Rcspiratory Chain in Sub1n.itochondrial _.\Jc1nbranc Fractions 

Thc abovc rcsults suggcstcd that the sitc-spccific inhibition of 
rcspiration induccd by thc macrocylic polycthcr ""as rclatcd 'l.'\"Íth its 
abilhy to form coordination complcxcs ·with alkali metal ions in thc 
mcmbranc or '\\."Íth an induccd tr-J.n!>port of K + across thc intact 

1 
i 

1 
¡ 

1 

¡ 
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GWTAMATE - PHOSPHATE 

VALINOM'tCN VAL...,OMYClN 

l VALINOMYCIN 

-~ .. 
l,,. ···-· . .,... 

GLUTAMATE • ACETATE 

Figure 3. Thc cfícct of phosphate or aceta te on thc ionic selectivity of polycthcr 
XXVIII to inhibit thc oxidation of glutamatc stimulatcd by vatinomycin in 
mitochondria.. Thc reaction m.ix.turc containcd 8 m:\t KCt. m!\t tricthanolaminc llCt. 
pH 7.4. 10 mM gluw.rnatc-(TEA) pll 7.4. 200 m:\1 sucrosc and 1.2 mg mitochondria.1 
N. Valinomycin and polycthcr wcrc addcd at conccntrations of 2 X 15- 7 M and 
5 X 10- 5 ?\.1 rcspcctÍ\Mly. \\"hcrc indicatcd thc TEA-salts of aceta.te of phosphatc wcrc 
prcscnt ata concentration of 5 m:\1. 

' mito~hondrial mcn1branc. Thc possibility that such inhibitory action 
could be dircctly cxertcd at thc lcvcl of thc elcctron transport 
mcchanisn1 in thc rcspiratory chain ,....·as subscqucntly cvaluatcd in 
differcnt mitochondria mcmbranc prcparations. Figure 6 sho'\VS the 
inhibitory cffcct of polycthcr XXVUI on thc oxidation of NADH by 
submitochondrial sonic particlcs. Aftcr thc oxidation of NADH is 
couplcd by oligomycin in thcsc systcm [16] polycthcr XXXIV [1, 2] 
plus nigcricin and K + uncouplc substratc oxidation [25, 26] and 
polycthcr X..XVlll subscqucntly inhibits oxygcn uptakc (Panel A, Fig. 6). 
Thc rcversed elcctron transfer cncrgizcd by ATP from succinatc to 
NAO+ is also inhibitcd by the macrocyclic polycthcr in submitochon-
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VA\.INOMVCIN 

POLYETHER XXVIII 
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Figure 4. Thc rc,:crsal by incrcasing conccntrations of KCI oí the inhibit.ion by 
polycther XXV111 of the oxidation of gluta1natc stimulJ.tcd by valinomycin. The 
media ""ras csscntially the samc to that dcscribed in Fig. 3 cxccpt íor thc addition of 
5 m!\1 phosphatc as pcnclrant anion and thc indic;1tcd conccntrations uf KCI. 

¡ 
¡ 
¡ 
¡ 

drial sonic n1c1nbranc fr~1g1ncnt.s (Panel B, Fig. 6). !\turcovcr. as sho,vn in : 
·rabie 1, thc oxidation of N.:\.Dll occurring in Kcilin-ll<trtrcc prcparations J 
and puriíicd N.i\.DII Co Q rcductasc is also cornplctcly blockcd by } 
polycthcr XXVlll. lt is also apparcnt that thc rcspiratury chain inhibitcd i 
by thc polycthcr. catalyscs an anti1nycin scn!'>itivc oxidation of vit~\rnin t 
K 3 [27] ,,.h\ch bypasscs thc polycthcr inhibitcd sitc in intact t 
mitochondria (Fig. lA) as ,,•cll as in mituchondrial mc1nbranc fragmcnts 

1 
(Table 1). ¡ 

; 

Effcct of Polycthcr XXF/11 on Elcctron Transporl frun1 ~\Iitochondria of · 
Ycast S. ccrcvisiac 

In contrast ,,·ith thc abovc rcsults. v•hcn polycthcr XX'VIII is tcstcd as 
an inhibitor of clcctron transpon in mitochundria frum thc ycast • 
Saccharon1yccs ccrevisiac '\vhich lack thc first coupling sitc [28] and are ; 
inscnsitivc to rotcnonc, it is obscn.rcd that this prcparation is also · 
inscnsitivc to thc 1nacrocyclic polycthcr (Pancls .A. and B, Fig. 7). 
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Figure 5. Thc rc,rcrsal by es• plus valinomycin o[ thc inhibit.ion by polycthcr 
XXVlll of thc mitochondrial oxidation of glut.amatc slimulatcd by 2,4-dinilro­
phcnol, in mcdium initially lacking o[ addcd alkali ions. E"ccpl for thc omisi;.ion o[ 
K.Cl and thc addition of 10 m?l.1 acclatc instcad o[ phosphatc, as "'·cll as that of 
15 m?\1 cholinc-chloridc thc basic mcdiurn was csscnt.ially that from Fig. 3. Othcr 
additions wcrc supplcmcntcd at. thc dcscribcd conccntrations. 

Discussion 

l\1acrocyclic polycthcrs XXVIII and X-XXI appcar as vcry intcrcsting 
modcl con1pounds. Not only thcy cu1nplcx and transport alkali metal 
cations through hydrophobic interfaces [ 1. 3-6 .. 29 .. 30] but, as sho,vn in 
this ''"ork, thcy also inhibit clcctron fluv •. · at thc NJ'\.Dll-cytochromc 
s<-"g1ncnt of thc rnitochondrial rcspirat<.,ry chain.. Thc central qucstion 
arising frorn this phcnomenoloh'-Y is '-'\·hcthcr the abuvc cffccts are: (a) 
circurnstantially associatcd but cornplctcly unrclatcd in thcir respective 
mt:chanism .. or (b) 1ncchanistically rclatcd. The lattcr pos!'>ibility sccms to 
be vcry ;lppcaling as a ·working hypothcsis. By analugy vdth nigcricin., 
'<1:hich rnay be considcrcd as an cx:unplc uf a rnobilc cotrricr [21], it is 
¡1pp;1rcnt that polycthcr xx·v111 inhibits clcctron flc.-n ... ·, in intact 
rnitochonclria studics. associated '"ith its ability to form coordination 
co1n.plcxcs ,,·ith alkali n1etal cations. Similar to nigcricin [ 15 .. 31] .. the 
oxygcn uptakc block catalyscd by the polycthcr is reverted in intuct 
1nituchon<lria by thc incrcase in th.c conccnt.ration of K + in thc prcscncc 
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Figure 6. Thc inhibition by polycthcr XXVIII of thc oxidatiun of ="'ADll (Panel 
A) and thC' rcvci-scd clcctron transfcr cncrgizcd by .·\.TP frorn succinatc to !':AD+ 
(Panel U) in submitochondrial sonic particlcs. Tite rcaction 1nixturc from panel A 

~f¡;~ª!";c~~. 1 ~ ;:1~~-~':~i ~°a1';:11h:~ds~~~~~. (!;_J~ ~-~~-J-~1 m~~~c~~~!;1,115 !·~J'-g/r;:; 
polycthcr XXVIII and hccf hcart submitochondrial sunic particJcs cquivalcnt to 
1.5 1\lg N in a 3.0 mi volumc at 25°. TI1c media from panel ll containcd :?O m!\.1 Tris 
JICJ pH B.O: 4 m'-1 :..tgCIJ:; 0.:?5 sucrose. 1 1n'-1 KCN. 1 m,_I ATP and approximatcly 
0.65 mg mitochundrial pro te in. "Jñe rcaction 1.Vas initiatcd by thc addition of 1 O mM 
sucdnatc an·d 1.5 m;\t n:-.;P. 

of ,·aJino1nycin. as ,.,,-e)] as by thc possib)c cn1npctition induccd for J 
tr:.1nspur1 ur coJnpJcx fun11;1tiun bct"\.vccn Cs• and K + (Figs. ·1-5) in 1 
hydrophnbic versus aqucous cnvironmcnts (scc l'\tcLaughlin et al .• [29] ). 
!\.turcuvcr. paralJc) a)so to nigcricin [24]. anion translocation regula tes J 
thc; ionic. sckctivity of thc ~cspirato:y bl~ck _induccd by thc polycth_crs l 
(F1g. 3). rhc abuvc obscrvat1ons possthly nnphcatc that thc..· translocat1on f . 

. _of thc K •-polycthcr co1nplcx in to thc hydrophobic cure of thc J 
n1c1nbranc is dcpcnC:cnt un thc naturc oí thc alkali JTI<.'tal cation pn~s<.•nt, 
in thc ;1qucous vct·sus thc hydrophobic l.0 nvironn1cnt. as ":cll as on thc l 
distribution uf catiuns, protons and anions across thc n1cn1br;1nc. Parallcl : 
to thc abovc: rc~ults, it is notC,'\'urthy that polycthcr XXVIII inhibits t 
clcctron flow through an cífcct siinih1r to that oí rutcnonc. Thc fact that ! 
it inhibits thc nxiclation of N..-\l)JJ.Jinkcd substratcs in intact ¡ 
mitochondria, ,,·ithout altcring thc phosphorylation and oxygcn uptakc ! 
Jinkcd tu thc oxid:.1tiun uf succin;1tc ur ascorbatc plus 'T:\IPD, falls in this ¡ 
linc. Also. in support to thc abuvc contcntiun. is thc obscrv:.1tiun that thc , 
polycthcr inhibits thc reversa! of cJcctron transport couplcd to !':AD+ 1 
rcductiun (Fig:. GB) as 'vcll as thc oxidation uf XADH is sunic mcn1branc 
íragmcnts, Kcilin-llartrcc prcparations and ~ ... \.DH-Co Q rcductasc 
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TABl .. E l. Thc cffect or macrocyclic polycthcr XXVIll on thc oxidation oC NADH 
b)· di(fcrcnt mitochondri:il mcmbrane prC'parations 

Oxygcn uptakc rate 
Plus pol)·ethcr 

!\1cmbranc prcparation \\"ith...,ut additions Plus rotcnonc XXVlll 

Submitochondrial sonic particles 
Sonic particles plus menadionc 
EDTA sonic particlcs 
Kcilin·llartrcc prcparation 
lfatcfi complcx 1 (:"'.ADH-Co 

Q rcductasc) • 

nAton15 0 2 pcr min pcr 5 mg protcin 

4~ o ro 
400 396 403 
380 42 80 
365 o 24 

350 o o 

·rhc rcaction mixture for assaying thc oxidation of NADl-I in submitochondrial 
sonic particlcs and EDTA sonic particlcs was supplcrncntcd ·with 1 O mM Tris-CJ­
pll 7 .4. 250 1n!\t sucrosc 0 1.5 rnM NADH and <1pproxima1cly 2 mg !'.:in 3 m] ,·olumc 
at 25°. :\1cnadionc ,,,·as added at a conccntration of 8 x 10- 3 µmoles. !':ADH 
oxidation was :lSsaycd in thc Kcilin·llartrce prcparation in a mcdium containing 
20 1n:\t Kl 1: P04 pl-f 7 .8. J .5 mM NA nH. 9 x 1 o- 6 :\1 cytochrornc c. 200 m:\1 sucrose 
and 1.2 mg N in 3.0 ml volurnc. NADll oxidatiun was mcasurcd for thc :o-; •• ,DJl·Co Q 
rcductasc prcparation in a tnedium containing: 5 m~t KJl2P04 pH 8.0, 5 m:\t: NaN3 0 

'i m!\1 Tris-el- pll 8.0, 1 m~t histidinc (CI-) pH 8.0. 1.5 m~I NADH. 0.67 ~t: sucrosc 
1.5 mg asokctin and 0.5 mg :S of cornplcx J in 1.0 ml volumc. Rotcnonc and 
polycthcr XXVlll wcrc addcd at 5 x 10- 6 !\1 and 5 x 10-4 ~t rcspcctivcly. 

• Thc activity of NADll-Co Q reductasc is c:o;:preued in µmoles !':,,DH 
oxidizcd/min/5 mg nitrogcn. 

(Fig. GA and Table I). through nnd antitnycin scns111vc oxidation of 
vitamin K 3 ·which bypasscs thc polycthcr inhibitC'd sitc. 

Polycthcr XXVIII sccms not to rcquirc of :.uldcd alkali metal cations 
to inhibit clcctron tran~purt in intact n1itochondria nr suhmitochondrial 
n1c1nhranc frag1ncnts (Fig. 6. ·rabie 1). Thcsc data could lcad to thc 
''Tong ~~nclusion that K + or any othcr metal ion is not invo}vC"d in thc 
mcch:.lnism of clcctron no'\\º inhib ilion media tcd by thc polycthcrs. 
Ho"'.·cvcr. in contrast ·with this lattcr point of vic"'·· data to he publishcd 
clsc'\'\.·hcrc (C:írabcz and Estrada-O ... in prcparatinn) indicatc that in 
mitochondria. and only in thc prcs<.·ncc of acld<.·d alkali ions such as K •, 
but not Li + ur Na·~ thc polycthcr abates thc Ouorc~cencc of cthidiu1n 
bromidc. a dyc '\'\."hich moniturs microscopic variatiun of chargc surfacc 
in biological and modcl mcmbrancs [32. 33]. Rotcnonc reproduces thc 
cffccts uf polycthcrs XX''Ill in thc abuvc paramctcr, "·ithout detectable 
K + rcquircmcnts. 

Thc rcsults hcrcby prcscntc:d point to'\vard thrcc altcrnativcs rcgarding 
thc association cxisting bct'\'\"ccn polycthcr-cation comp1cx formation 
and/or K • transport "'\·ith rcspcct to thc Oo·w of cJcctrons at thc 
N..-'\Dll-cytochrotnc scgmcnt of thc rcspiratory cha in. Possibility (1) 
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Figure 7. Thc cffcct of polycthcr XXVlll. rolcnonc and antimycin on thc 
oxidation of pyru,·atc plus mala te and K • movctncnts in<luccd by valinomycin as 
""'di as thc oxidation of NADH by mitochondña from thc ycast Saccharo myces 
cerei1i1iae. l"hc hasic rcaction n1ixturc in buth cxpcrimcnts '"'as csscntially that fr"om 
Fig. 3. Othcr additions ,,·hcrc.· indicatcd wcrc: 2 x 10- 7 M v¡ilinomycin R m:'\1 oí hoth 
pyruvatc and I~·tnalatc. 1 m!\1 DP:O-:H, 5 x J o-s ?\1 polycthcr XXV111. ::! x 10- 6 M 
rotcnonc. 8 X 10-~ :0..1 antimycin and )'C'ast mitochundria cqui ... alcnt lo 2.6 mg N in 
5 ml \.•olumc at 20 • 

implicatcs that thc :.tbility of thc nHtcrucyclic polycthcr to coonlinatc 
ciihcr an clcctron carricr h<n1nd K + in the 1nc1nhranc lipid phasc. or iron. 
in a hydrophobic cnviroruncnt in a non-hcn1c iron protein. is u!-.~ociatcd 
to its induccd clcctron transport block. Thc lattcr po~sibility h~1s ;\lso 
bccn suggcstcd for rotcnonc 1nodc of actiun in thl.· n·,.;pÍr;ttory chain 
[34]. I>ossibility (2) 'vould indicatc that thc tran!'-p11rt and 1ncmbranc 
accu1nulation of thc K •-polycthcr cun1plcx conld affcct pt..·r se thc 
opcration of thc N.·'\DH-cytochromc ~cgn1cnt of thc rc~piratory chain. 
Thc rclativcly high ability of this loclls tu ni.icru~copic V;triati«>lls in thc 
physica.l propcnics of thc mctnbranc l35. 36]. cau~cd by thc 
polycthcr~K + chargcd pair as v.-cll ;ts by chargccl cotnpouncls ~uch as thc 
guanidincs (37 .. 38]. by Na+ [39] or by lcad ions (-10]. could be partly 
rc~pnnsiblc for thc cffccts ubscrvcd. Possibility (3) in1plics that ncithcr 
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K + is incxtricably rclatcd ,,·ith alkali ion rcquirc1ncnts of thc rcspiratory 
chain, nor '"·ith thc intirnatc molecular mcchanisms of thc clcctron 
transport block mcdi<.ttcd by macrocyclic polycthcrs. lnstcad, a givcn 
alkali metal cation 'vould only be rcquin.:d for thc propcr solubility of 
thc catinn-polycther complcx into thc lipid phasc and to its targct sitc, 
at hydrophobic loci of thc mitochundrial mcmbranc. This hypothesis, 
'\vhich ''"e strungly favour. implics that polycthcr XXVlll is sharing ,,·ith 
rotcnunc a similar mcch<.u1isn1 uf rcspirato17· inhibition and that the lipid 
versus thc aqucuus solvation of pulycthcr X...XVlll, is a function of thc 
stability of thc cation polycthcr con1plcx in cithcr phasc, '"'hich depcnds 
on thc naturc of thc chl;ltr~ltcd C<.ltÍon. In fact, thc ionic sclcctivitics of 
thc aqucous association constants of polycthcr-cation complcxes [29, 
30, 41], are diffc1·cnt frotn thcir pcrmcability ratios dctcrmincd frorn 
potcntiul mcasurcn1cnts in lipid bilaycrs [29]. Follov .. ·ing this linc it is 
possiblc that es• rcvcrts thc rcspir<.ltory inhibition causcd by thc 
polycthcr in mitochondrial mcni.br;i.ncs (Fig. 5). by prin1arily rcmoving 
this con1puund frun1 its targct sitc at thc NADH-cytochron1c scg1ncnt of 
thc rcspi1·atory chain. 

A final considcration is '\'\"orth noting in asscssing thc significancc of 
thc inhihition by neutral K •.coordinating con1pouncls of clcctron 
transpurt sites in cncrgy transducing rncn1brancs. Prcvious obscrvations 
by Baltschcfsky and Ar,viclsson [ 42] shl>'wcd that V<.llinomycin inhibitcd 
photophosphorylation at only onc of t'""º possiblc siles in thc cyclic 
elcctron transport of chrumatophorcs fro1n Rltodospirillun1 rubru1n. 
Gromct·Elhanan [43] has also found that valinomycin or nonactin 
inhibit various photophosphorylating and photorcducing systc1ns of 
Rhodospirillun1 rubru111 cluon1atophorL·s. :\lorcovcr, an inhibitory effcct 
of valinon1ycin in fcr.-icyaniclc rcduction "''as obscrvcd by l\lcCarthy 
[4-l] in chlorophtsts and subchloruplast particlcs. Such inhibition '\'\"as 
rclicvcd by NH 4 Cl. l\Iorcuvcr, sin1il.ir to thc m;lcrocyclic polycthcrs in 
mitochondriu, thc inhibitury cffcct of valinumycin or nonactin in 
photophosphurylating mcn1brancs. '\..-as apparcntly indcpendcnt of thc 
prcscncc of transpllrtablc ions su ch as K + [ 43]. \\'e considc:r that it is 
more than a coincidcncc thc parallclisrn cxistcnt bct·wccn ionophorcs and 
elcctron transport in both n1cni.branc systcms. Thus. sin1ilar alternatives 
to thusc suggcsted in thc prcscnt manuscript concerning thc inhibition of 
clcctron transpon by macrocyclic polyethcrs in mitochondrial 
mcrnbrancs, may also be considcred to undcrstand thc inhibition oí 
electron transport [43} by valinomycin or nonactin in photophosphory· 
lating mcmbrancs. 
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ON THE MECHANIS!\t OF ACTION OF POLYETHERXXVIll AT SITE I OF THE ELECTRON-TRANSFER 
CHAIN IN RAT LIVER MITOCHONDRIA 
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<Rcccivcd April 14th. 1981) 

Key worels: Polyerher XXVIII: Elcctron transport inlribition: K• requiremcut: Respiratory chain; (Rat lii·er 111itocho11drfa) 

In rat liver mitochondria. the 1nacrocyc1ic polyether. dibenzo-18-cro"''n-6 (polycthcr XXVIII) inhibits the oxida­
tion of NAD-dcpendcnt substrates. as sti1nulatcd by ADP. uncouplcrs and valinomycin plus K ... It docs not inhibit 
the oxidation of succinate. lt is concludcd that polycther XXVIII inhibits c1ectron transfer in the NADH-CoQ 
span of the respiratory chain. This is a proccss that is rcversed by 111enadione. lnhibition of oxidation of NAD­
dcpcndcnt substrates in K•-dcplctcd 111itochondria in<luced by thc polyether is reversed by concentrations of K• 
higher than 60 1n~t. ::ind also by Li•. n cntion that docs not co111plcx "''ith polycthcr XX".1 111. As assayed by s"·et. 
ling mitochondria, rc'\.'crsal of tite inhibition of clectron transfer is acco111pa11ied by influx of 111onovalcnt cations. 
Polycthcr XXVIII also inhibits in subn1itochondrial partic1es the acrobic oxidation of NADH, but not that of suc. 
cinate; this inhibition is al.so rever.sed by K• at high conccntrations, and Lr. Thc data are consistcnt with the 
hypothesis that a n1onovalcnt cation is rcqllil"cd for maxim::il r::ites of elcctron transport in thc NADH-CoQ span 
of the rcspiratory chain. 

lntroduction 

lt has bcen reported [ I ,2] that poiyether XXVIII 
inhibits the coupled oxidation of NAD-dcpendent 
substrates in intact rat liver mitochondria. It also 
inhibits NADH oxidation in yeast mitochondria~ sub­
initochondrial particlcs~ Keitin-Hartrcc prcparations. 
and in complcx I of Hatcfi [3,4]. As poiyether 
XXVIII forms clathratcs with K+, Rb• and es•, but 
not with u•, in ccll-free syste1ns [5]. it is probable 
that the aforc-mentioncd inhibition of respiration is a 
conscqucnce of this propcrty. In this work. this pos­
sibility has hcen explorcd. particularly since it has 
bcen reportcd that alkali rnetal ions are rcquircd for 
ma.ximal rates of elcctron transport in the NADH-

• To '-1•hom corrc!tpondcncc should be addrcs'>cd. 
Abbrcvb1ions: pol}·cthcr XX\.'111. dibcnLo-18-crown-6; 1799. 
hcxafluoroacctonc : acctonc 2 : 1 otdduct; mcnadione, 2. 
methylnaphtho'-¡uinonc. 

CoQ scg1nent of thc respiratory chain (6-8]. 
The stiJnulation of NADH oxidation by rnonov. 

alent cations has bccn ascribed to thcir cffcct on the 
surfacc charge of thc 111cn1branc \vhich in turn inodi­
fics the affinity of thc cnLy1nc towards the ncgativcly 
chargcd substratc [7]. l lowcvcr. this cxplanation is 
not cntircly satisfactory, since positively charged tipo­
philic cations. which in principie would sce111 to exert 
a silnilar effcct on the surface charge of the mem­
brane, do not stilnulate, but instcatl induce strong 
inhibition of thc oxidation of Ni\0-dcpcntlcnt sub­
strates in intact 1nitochondria (9,10] and NADH in 
submitochnntlrial particles [ 1 l]. The apparcnt con­
troversy coutd indica te th<Jt in atldition to 1nodif1ca­
tions of the 1ncmbranc surface charge. electron trans­
port in the rcspiratory chain son1chow dcpcnds on 
the prcscnce of a 1nonova1cnt cation. TI1is has 'bl.!'cn 
stutlicd by n1casuring thc charactcristics of thc action 
of polycther XXVIII on elcctron transport. The 
results indicatc that polyethcr xx·v111 inhibits the 
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oxidation of NADH by -chelation of a membrane­
bound cation that is rcquired for ma.xi.nial rates of 
electron transport in tlle NADH-CoQ span of the 
respiratory chain. 

f\faterials and l\fethods 

Rat livcr 1nitochondria '\Vere prepared according 
to the metllod of Schneider and Hogeboom [ 12] in 
0.25 M S\!~rose, 1 mM EDTA, adjusted to pH 7.4 
with Tris base. K•-dcpleted 1nitochondria \Vcre pre­
pared as described by Gómez Puyou et al. [6]. The 
K+ content of the latter preparations '\Vas lcss than 15 
n1nol/mg protcin, as dctcnnined by fla1nc photom· 
etry in perchloric acid c:s.tracts (l~ final conccntra­
tion) of thc 111itochondrial prcparation. 

Oxygen uptake \vas incasurcd polarographically 
using the conditions dcscribcd in Rcsu\ts in a )."ellow 
Springs Oxygraph (model SS). Rat Jivcr EDTA/sub­
mitochondrial particl~s \Vcrc obtaincd as dcscribcd by 
Lee et al. [ 13]. The K• contcnt of thcsc particles was 
8 n1nol/n1g protcin. Swclling of the n1itochondria was 
recorded spcctrophotomctrically at 546 111n under the 
conditions described in Rcsults. Protein was assayed 
by the biuret method [14]. 

Polyethcr XXVIU was kindly supplied by Dr. 
Frensdorf from E.l. DuPont de Nemours (Willming­
ton, Dclaware, U.S.A.) and recrystallizcd t'vice from 
cthanol/water (2 : 1, v/v). Thc uncoupler 1799 was 
a generous gift of Dr. E. Racker, Corncll University. 
All reagcnts uscd 'vcre of the hig.hest purity com111cr­
cially available. 

Results 

In agrecn1cnt 'vith prcvious rcports [ 1,2], the 
resolis of Fig. IA show that polycther XXVIII 
inhibits the ADP-stin1ulated oxygcn uptake with 
'3-hydroxybutyrate as substratc. lnhibition of respira­
tion is also observcd 'vhcn it is stin1ulatcd by valincr 
mycin or by uncouplers of oxidative phosphorylation 
with g.lutan1atc plus inalate as substratcs (Fig. 1 B and 
C). In contrast, polyethcr XX'Vlll does not inhibit 
the oxidation of succinate as stin1ulatcd by ADP (or 
by uncoup1ers or by valinomycin + K•, data not 
shown), rather a modcrate enhancement of respira­
tion is attained (Fig. 1 D). Thcse obscrvations there­
fore suggest that polycther XX"Vlll intcrfcres 'vith 

processes that occur on the substrate side of cytcr 
chromeb. 

One of the most obvious characteristics of poly­
ethcr X>.."VIII is its ability to chelate K• [2,SJ. Since 
influx of ccrtain NAD-dependent substrates is appar­
ently linked to the influx of K• [15,16], the inllib­
iting action of the polyether could be due to an im­
pairn1cnt in the entrance of the substrate. Ho"'·cver, 
this does not seem to be the explanation for the ob­
served inhibition of rcspiration, since menadione 
reverses the action of polyethcr X>..-VIII (Fig. 2), and 
bccause inhibition is also obscrvcd in thc presence of 
/3-hydroxybutyrate (Fig. IA). Rather, the data seem 
to suggest that polycther XXVlll affects elcctron 
transport in the NADH-CoQ sp3n of thc rcspiratory 
chain. 

As it has bcen reponed that K+ is rcquired for 
ma.xhnum rates of clectron transport and phos­
phorylation [4,6~8,17), it v..·as considcrcd that the 
inhibiting action of the polycthcr XX'Vlll could be 
duc to ren1oval of intr3mitochondrial K+ which could 
be requircd for n1axilnal ratcs of NADll oxidation. 
The results of Fig. 3 indica te that thc extensive swcl­
ling that occurs in thc prcscncc of valino111ycin + K+ 
and oxidizable substratcs is rcvcrscd by the addition 
of polycther XXVIII. Thc partial rclcase of accumu­
latcd intran1itochondrial K• as n1c<liatcd by valino­
n1ycin and K+ parallels inhibition of respiration (cf. 
data of Figs. 2B and 3). Although thc rcsults n1ay be 
consistcnt with the idea that polycthcr X...XVlll 
induces relcase of cations and subscqucnt arrcst of 
clcctron transport, it is equally possiblc tha t relcase 
of intra1nitochondrial K+ is a conscqucnce and not 
thc cause of inhibition of elcctron transport. 

To explore furthcr this possible action of poly­
ethcr XXVIII. its cffect on ú1e oxidation of NAD­
dcpcndent substrates by K•.dcpleted mitochondria 
'vas tested. Thc rcsults of Fig. 4A show that in mito­
chondria incubatcd \Vith 7 .5 m?-.1. K+ and valinon1ycin, 
polyethcr XXVIII exerts a strong inhibition of rcspi­
ration. Howcvcr, if the rnitochondria are incubated 
with u•, which under thc experimental conditions 
cn1ploycd induces stimulation of respiratiun (Fig. 4B), 
the inhibiting cffect of thc polycü1er is only 20% as 
co1npared to that obtained in thc prcscnce of K•. 
?\torcover, u• rcvcrscs the inh.ibiting action of the 
polyether (Fig. 4C). 

Thus, thcse expcrlmcnts suggcst that forrnation of 
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Fi~. 1. lnhibitory cffcct of polycthcr XXVIII on mitochondrial rcspiration induccd by diffcrcnt compounds in the prcscnce of 
NAD-dcpcndcnt substratcs and !\.Uccinatc. Thc basic incubation media contained: 250 m!\1 sucrose, 1 m!\1EDTA.4 m~t phosphate 
buffer. which had beco ncutralizcd with Na•. 1 mM MgCl2. 6 mM KCI, 3 mM oxidizable substratcs, and 3 mg mitochondrial·pro­
tcin in a final volume of 3.0 ml. \\'hcre indicated, 66 Jlg polycthc.r XXVllJ/mg protcin, 0.9 µg valinomycin ('/al), 0.8 mM ADP, 
and 3 µg 1799 wctc addcd. \\'ith succinatc as substrate 3 mM ADP was addcd. Thc numbcrs on thc trace indica te ngatoms (nAt) 
O/mio. ,_,.w. washcd mitochondria. 

Mw @ ® • ADP 
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1 

Fig. 2. Effcct of mcnadione on thc inhibition of mitochon­
dri.31 oxyg1.m uptakc by polyether XXVlll. Experimental con­
ditions as in Fig. 1. Oxidi7ablc substriites wcrc glutamatc + 
malate. 3 m~'l cach, and whcre shown io-s M menadione 
O'lcn) ""·as added. Val, vatinomycin. 

Fig. 3. Mitochondtial swclling induccd by valinomycin (Val) 
in the prcscnce of K+. The cxpcrimcnt was carried out in the 
incubation mixture dcscribed in Fig. l with glutamate + 
mala te as oxidizablc substrates. Swclling was recordcd at 546 
nm. 
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Fig. 4. Effect of polyethcr XXVlll on the aerobic oxidation ofglutamate + matatc by K•--dcpleted mitochondria. Thc K• content 
of the mitochondrial prcp:iration was 17 nmot/mg. Thc incubation conditions '\.VCrc as in Fig. 1 cxccpt that ¡.,:_•""'·as omittcd from 
the incubation mixture. Additions of polycther XXVtll. and valinomycin {Val) werc also as in Fig. 1. Rotcnonc (Rot) (0.3 µg/ 
ml) was also addcd to compare its cffcct with that of polyether XXVIII. Li•and K•werc addcd al thc indicatcd cnnccntrations. 
Md. K•-dcplctcd mitocl1ondria. 

polyether XXVIIl-n1etal ion co111plexes rcsults in 
inhibition of clcctron transfcr. In the prcscnce of Li•, 
which does not fonn con1plexes with polyether 
XXVIII [2,S]. hardly any inhibition of respiration is 
obscrved. f\torcover .. the rcvcrsal of the inhibition of 
rcspiration by Li• furthcr suggcsts that clcctron trans· 
fer in the NADH.CoQ span of thc rcspiratory chain 
dcpends on thc prcscncc of n1onovalcnt cations. a 
conclusion that is furthcr su pportcd by thc observa· 
tion (Fig. 4D) that thc inhibition of clcctron trans· 
port is aho rcvcrscd by incrcasing thc conccntration 
of K+ to 75 111!\L Fig. 5 sho'\VS that undcr conditions 
in which high conccntrations of K• induce rcvcrsal of 
the polyethcr XXV111-induccd inhibition of clcctron 
transport. cxtcnsivc influx of cations takcs place. 

The action of polycther XXVIII was also studied 
by cxamining its effect on the acrobic oxidation of 
:N'ADH by subn1itochondrial particles. i\.s shown in 
Fig. 6 .. polycther X:"\.."'111 induces signiflcant inhibí· 
tion of the acrobic oxid::ition of NADH through a 
process that is rcleased by Li• (trace A). lf the respira· 
tion is stiJnulated by 7 rnf\.1 K• (trace B) .. polyether 
XXVIII induces a marked decrcasc in the rcspiration 
rate. In contrast .. trace C shows that prcincubation of 
submitochondrial particles '\Vith polycther X:X'"'Vlll 
diminishes the acrobic oxidation of NADH. and that 

this inhibition is releascd by 60 n"l!\1. K•. Polycther 
XVIII docs not affect the acrobic oxidation of suc· 
cinate (Fig. 60) in agrcc111cnt with the data in whole 
mitochondria. 

The aforc.n1entioncd obscrvations strongly suggest 
th:it the chclation of an interna} n1ctal ion (K• in all 
probability) by polyethcr XXV11l induces inlúbition 
of clcctron transport. Howcvcr, the possibility cxists 
that it is thc n1etal ion co1nplcx of polycthcr XXVIII 

Fig. S. !\1itochondrbl swelling of K+ --deplcted mitochondria. 
lncub3tion conditions as in Fig. 3, cxccpt that K•-<lcpletcd 
rnitochondria ... verc cmploycd. Thc substrate was glutamate + 
mala te. Other additions as shown. 'Val, valinomycin; Md, K•­
dcplctc:d mitochondria. 
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Fig. 6. Effcct of potyether XXVIII on the oxido.tion of NADH by submitochondriat particlcs CS~tP). Thc incubation mi.xturc con­
taincd 250 rn~t sucrosc. 1 mM EDTA adjustcd to pH 7A with Tris base and 1.S mg particle protcin. Rcspiration , .. ·as initiated by 
0.75 m~t NADH. Final volume 3.0 ml. K+ or Li• was addcd whcre shown at thc indicatcd conccntrations. Polycthcr XXVIII was 
addcd (whcre sho,vn) at 30 µg/mg protcin. Trace D containcd 3.3 m~t succinate (SUC) instcad of NADH. 
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Fig. 7. Effect of polycthcr XXVlll-K• complcx on thc oxida­
tion of NADH by submitochondrfal partictcs (SMP). Thc con-

which is tl1e spccics active in the inhibition of elec­
tron transport. 

Fig. 7 shows that a prcviously fonned {polyether 
XX.Vlll·KJ co1nplex has no cffcct on the acrobic oxi· 
dation oí NADI-1 by subn1itochondrial particles. while 
free polycthcr XXVIll docs inhibit oxygen uptake in 
particles previously cxposcd to the polycther xxv111. 
K• con1plcx. Thus, it ·would appear that thc chelation 
of a metal ion is the factor that induces inhibition of 
elcctron transport. 

ditions wcre as in Fig. 6. Pol)'cthcr XXVllI·K• complex was 
addcd at cach of thc times shown at a conccntration of 25 
µ.g/mg. Thc polycthcr XXVIII·K· carnplex was prcp:ued by 
suspcnding 20 rng of the free polycther in 1 ml of water. To 
thc suspcnsion a s.:1turated solution of KCl was addcd drop­
wisc until most of the crystals dis!>olved. The solution ·was fil· 
tered through a Millipore filter (0.45 µm). The conccntration 
of thc polyether in thc filtra te was determined by measuring 
thc absorbancc at 275 and 280 nm. The concentration found 
was 9 mg polyethcr/ml solution. Free polycthcr XXVlll was 
added ata conccntration of 30 µg/mg. 
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Discussion 

Polyether XXVIII is a molecule that forms clath­
rates with K•,. Rb+ and es•, but not ·with Li• [2,.5]; it 
also induces the translocation of metal ions across 
biological and model rnembranes [18,19}. In mito­
chondria polycthcr XXVlll has been reponed to 
inhibit electron transport. In agreement ·with the 
latter findings,. it is now shown tl1at polyether 
XXVI11 inhibits in n1itochondria thc oxidation of 
NAD·dcpcndcnt substrates as sti111ulatcd by ADP, 
ionophorcs and uncouplers, as \VCll as the oxidation 
of NADH by subn1itochondrial particles. On the 
othcr hand, polyether XXVIII docs not cxert a detri· 
n1cntal affect on elcctron transfer in the cytochrome 
b to oxygcn scgn1cnt of the rcspiration chain in both 
intact 1nitochondria and submitochondrial particles. 

The inhibition of elcctron transfer in the NADH­
CoQ span of the respiratory chain by polyether 
XXVIII differs from that induced by rotcnone [20} 
and piericidin [21], since thc data prcsented show 
th::it tl1e inhibiting action of polycthcr XXVIII is 
highly dependcnt on the ionic con1position of the 
incubation n1ixture. Indced, the rcsults prcscntly de­
scribed indicate that the inhibiting action of poly­
ethcr XXVIII is revcrse<l by relatively hig.h concentra­
tions of K•, or by u• at lo\vcr conccntrations. charac­
teristics that are not sharcd by rotcnonc or picricidin. 
TI1e possibility that the polyether XXVIII-metal ion 
complcx induces inhibition of elcctron transport 111ay 
be ruled out by tite lack of effect of the polyether 
XXVIIt-K• con1plex on the acrobic oxidation of 
NADH by submitochon<lrial particles. A1so, the alter­
native possibility that it is the free form of the poly­
cther that induces arrest of clcctron transport 1nay be 
discarded, sincc in thc prcsence of u· ('\vhich does 
not form co1nplcxcs \Yith cro,vn XX"VIII [S]) no 
inhibition of rcspiration is observcd. TI1us, it is logi­
cal to concludc that thc inlúbition oí electron trans­
port dcpcnds on the presence of a n1itochondrial 
n1ctal ion that 111ay be chclated by polycther XXVIII 
and also, that a metal ion is rcquircd for 1na..ximal 
ratcs of clcctron transfer in the NADH-CoQ span of 
the rcspiratory chain. 

lt has bccn rcportcd that maximal ratcs of clcctron 
transport in the NADH-CoQ scgmcnt may be induced 
by K+ and other monovalcnt cations (6,817]. This 
effect of n1etal ions has bccn explained by thcir n1odi-
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fication of the surface charge of the me1nbrane [7]. 
However, if the latter idea is e .. ntirely correct, it would 
be expected that the neutralization of the negative 
chargcs of thc mcn1brane by other positively charged 
moleculcs woutd induce n1a.ximal rates of clectron 
transíei. TI1is is not tn.ie, since certain lipophilic 
cations, such as thc alkylguanidines which n1odify the 
surface charge of the 1ncn1brane [2~-~4], induce a 
strong inhibition of electron transfer in the NADH­
C9Q span of thc respiratory chain in \Vhole 1nitochon­
drla [10}. Thus, although part of the favorable effect 
of 111onovalent cations on clectron transfcr is cer· 
tainly due to inodification of the surface charge [7], 
it is very likely that monovalent cations affect other 
parameters invoh-ed in electron transport. 

TI-ie prcsent findings can be satisfactorily CX· 

plaincd by assuming the cxistence of sites occupicd 
by monovalent cations in the NAOH-CoQ segmcnt of 
thc respiratory chain. Thc re1noval or chelation of 
these cations by polyether XXVlll (K• in ali probabil­
ity) '\Vould induce inhibition of electron transfer. This 
site can apparently be occupicd by a nun1ber of 
cations; under our cxpcrin1cntal conditions. the exis­
tencc of this site becomcs apparcnt fro1n thc lack of 
an inhibitory effect of polycthcr X:X.'VHI on clectron 
transfcr in whole 1nitochondria, or sub1nitochondrial 
particles incubatcd with Li•. f\torcover, Li• vcry cffcc­
tively rcverscs thc inhibiting action of polycther 
XXVIII, apparently by replacing the cation that had 
been removed by polycthcr XXVIII. 
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ABSTRACT 

Perezone .. (2-(l.5-Di.methyl-4-hexenyl)-3-hydroxymethy1-p-benzoqui.none). 

a sesqui.t~-~.e~.ci~. b·~.nz~quinone · i..solated from. ~oots of p1ants of the genus 

Perezia ·shov. .. 5·. o~iCf~~ed.Uct·.i~,~·· ~haracteristi~s that suggest that the compound 

Can be used f"ar ~tudies of the electron transfer chain of rat liver 

mitochondria. 

- Perezone inhibits electron transport in t.he mitochondria1 respiration 

though a process different from that induced by rotenone. ami.tal ar 

antimycin A. The inhibiting a.ction of pere.zone is t:emperature dependent. 

the 80-90% i~hibition at 20°C decrca"ses progrcssively as the temperature 

increases. At 35°C pcrezone fails to inhibit rcspiration 

In addition to its inhibiting efíect on electron tranpsort. perezone 

can act as an electron donor and acceptor. as shown by the ability of the 

compound to act similar1y to naphtoquinone i.n a reaction center prcparation. 

Nost 1i.ke1y perezone acts as an "clectron sink" which results in inhibition 

of electron transport. 



2 

INTRODUCT10N 

Quinones have a wide distribution among nature. and many of them 

are clinica11y important as antitumora1 drugs (1) and sorne have been 

preved to be important tools for-in the study of some ce11ular functions 

as they form an important group Of mo1ecu1es that act as substrates far 

f1avoenz:ymes •. They can· undergo a· t"Wo .electron reduction with the possibi1ity 

of forming a semiqu:i..no11e radical (2)'. The antitumoral and cytotoxic 

activities of sorne of these c.o.~o~ds are belifi.ved to be mediated by one 

e1ectron reduct:ion "mechan:ism·.·ÓI>·-· ·.In .th:is case the quinones are reduced 
" .. ;.·:'.'.._. "> '. 

to an intermedite state. the.··;em:t.c}u'-inone free radical superoxide 

-w:ith the subsequent regener:at·Í.~~- ~o.f _the qu:inone (4). 
::;:·"·:· ... ·:' '''. -, 

Quinc:>nes a1so play an i1!'¡)0r.ta~t~":i:-o1e :in the redox cycles catalyzed 
·;·::;::<_.::'·· .. 

by f1avoenzymes. In an artific"~·i'.:~·S)~~~e~. the reducti.on of qui.nones 

P.roduces high aniounts of the ·fi'ee:-ra'·d'iCa1 superoXide and also the reduction. 

of pyridine nuc1eotides. A possib1e consequence of the reaction is 1ipid 

perox:idation (5). 

Perezone is a sesquiterpenic benzoqui.none, origina11y iso]ated from 

'roots of plants of the genus Perezia by Ria de la Loza (6). The structure 

as stablished by l'1-1R studies (7) is shown in Figure 1- Due to its structura1 

properties perezone rr.ay affect e1ectron transfer, thus it \.:as decide'd to 

e,.:plore its possible effects on some physiological functions that dcpend 

on redox phenornena, as these could be related to its pharrracological 

action (8). This rranuscript describes the effects of Perezone on sowe 

mitochondria1 functions. The experimental f:indings reported indicate that 

this cornpound modifies the o>:ido/reduction processes of the electron 

transfer chain ... rne rnechanisrn by which this cor:;-.pound apparent1y c.:xerts its 
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effects seems to be re1ated to its chemica1 char~cteristics as quinone. 

In fact. Perezone possesses a dissociab1e -OH group. with an apparent pK 

of 6.95. wbich seems to p1ay an important ro1e in the mechanism of 

action of ~erezone. 
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MATERIALS'AND METHODS 

Rat 1iver mitochondria were prcpared according to the method of 

Schneider and Hogeboom (9) in 0.25 M sucrose. ·1 mM EDTA, adjusted to 

pH 7.4 with Tris base. 

Oxygen uptake was measured po1arographica11y using the conditions 

described under Results in a Ye11o'W Springs OXygraph (Model 55). 

~~action centers were prepared from Rhodopseudomonas sphaeroides 

(R-26) according to the method of Clayton and '''ang (10) and were gift 

from Dr. H. Ce1is of this University. 

/ 
Perezone was extracted and purified by E. García and v. l-1endoza 

from the Chemistry Department of the Schoo1 of Pharmacobiology at the 

U.M.S.N.H. Uncoupler 1799 was a gift of Dr. E. Racker at Corne11 University. 

A11 reagents were of the highest purity avai1ab1e. 
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RESULTS 

Perezorle inhibits mitochondria1- respi.ration as stimu1ated by ADP. 
- -.__ ·,:;·, ·:-.-, - ' 

val.inomy_~in, · g~a!lliC::i~-~'.:.~é?:~~:<l:'?.?._9 __ .. ~itl:t g~utama.te-m.3.late and succinate as 
·-,r-

oxidizab1e substrates···: cf·1..g~-:r~~~::;~) ;~::~-.T~-- ~~~ther characterize the abserved 
. - - ' - ,_'_, 

inhibition - an·d .due-:-.to · -th'E! '. ía.C·t~(thát- -Perezone ñas a dissociabl.e -OH group 
- -. :• ~:. 

at the qui.non e ring;· itS ._i.ilhj_b~~~ry. action was .ana1ized. At 1ow pH the 

inhibition is higher than thát-;_observed at alkali~<: pH (Figure 3A). The 

dependence of the inhibition on p'B: cou1d be _exp1ained if it is taken into 

account that the titration of a solution of ~erezone with NaOH shows a 

pKa at pH 6.95 (Figure 3B).- At pH above its pK Perezone would be 1arge1y 

1 
in dissociated form, which could diminisb the partition coefficient of 

Perezone into the mitochondria1 membrane. and thus a 1ower inhibiting 

action. 

The effeC.t····af:.-Perezone on the va1inomycin stinru1ated oxygen uptake is 

-crit:i.ca11y:··.a~·¡)~n·d~h·t:,on the temperature of incubation (Figure 4). At 4º C 

in whÍ.ch::-r.;,~:i~f'!-t~,,;Y--- rates are low, Perezone does not affect the rate of 

resp-ira:.t·j_~·~,;~~~?~:~:~~~i;·:~":'.~emperature of the incubat:ion mixture is gradua11y 
,.,. :::: .. ··~~f,;:~··s:'~~?;~,::y~_,,:·::. ~~.: . 

increased.·up .. ·to 25ºc. the .rate of the va1inomycin stinrulated respiration 

augments. In tbe tcmperature range of 4ºC to 25ºC in the prcsence of 

valinomycin and Perezone the rate of rcspiration rerrains more or less 

constant at approxirrate1y 16 natoms min-l -1 
mg • However at an incubation 

temperature of 35ºC. Perezone hardly affects the valinomycin stimulated 

respiration as a result: of a dramatic incrc.ase in the rate of respiration 

of mitochondria incubated ~ith valinooycin and Perezone (see inset Fig. 4). 

This observation suggests that: the overa11 kinetics of electron transport 

in mitochondria rr.ay undergo drastic changes between 25~C and 35ºC. 

\ 
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As the inhibitory action of Perezone on e1ectron transport cou1d be 

re1ated to its redox propertie.s. the- .oxido/reduct:ion potentia1 of the 

Perezone mo1ecu1e 1-:'as. dei:.ermined at .. p_H 7 .1 by a cornb:ination of 
~ - . - ' 

spectropbotometrica11y ·and -p~tentiometric -.~et;.hods. Oxidat:ion of the 

compound was induced by increaSing ·amounts of ferricyanide added to the 

solution of Perezone previous1y reduCed by dithionite (Figure 5). From 

the data obtained a redox value of +480 mV for Perezone ~as ca1culated. 

A plot of the redox potentia1 versus the oxidation-reduction ratio 

revealed two s1opes ~~ich may correspond to a one and a two-electron 

reduction of Perczone. 

To test the pos~_:ib1~ electron transfer capacity of Perezone in a 

biological. system• .. ~<~-"e~,~~,~o~ center preparation isolated from Rhodopseudomonas 

:~::::::::;;~ittlll1~~¡~;~~º,~i:·::::::::::::::,:::::::::~:::::::: 
a1so inc1uded. (Figure'c;6)':~···.'In>érelatiori ·ta· the experimenta1 resu1ts, it is 

~ • .. ~.';'.'.': ,._., ,; ... ,. ·- ' ~. ' . " . « . ". - • ' -

~···, 

partia1l.y rciverSe. ... ~tb:e ·inhibiting action of Perezone. Nenadione added befare 

Perezone di~inishes its inñibiting effect (Figure 7). Indeed in the presence 

of mena·d.ione, Perezone decreases the rate of valinomycin stimulated respiration 

to 47 natoms~O min-l mg-l, arate almóst three times higl1er than that 

observed in the absence of menadione (see Figure 2). Essentially the same 

results are observcd if rncnadione is added to the Perezone inhibited 

respiration (not shown). 

A11 the preceding observations are c·onsistent \.:ith the idea that 

Perezone acts as an ana1ogue of endogenous quinones, that ~~y mediate electron 

transport, but at lower rates. TI-tus Perezone rray be an electron transfer 

buffer ~hich induces a dimi~ution of electron transport- In fact~ Perezone 

i; 

. i 
• .• 1 
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induces e1~ctron transport in rotenone and amyta1 poisoned mitochondria 

to a rate essentia1ly similar to that at which rr~xima.1 inhibítion of 

respiration is induced by Perezone (Figure 8). 
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DISCUSSION 

As determined _in th~_ .. pre_sent_ work, Perezone a sesquiterpenic 

benzoquin~ne _sh~~s a mid·redox.potentia1 of 4480 mV. It induces inhibition 

of the mitochondriB..1 r·espir~·tory activity "With NAD- dependent and succinate 

as oxidizab1e substrates. regard1ess of "Whether it is stimu1ated by ADP 

phosphorylation or by uncoup1ers. This indicates that Perezone acts on 

e1ectron transfer notwithstanding other possib1e effects on mitochondria1 

functions, noteworthy is that to attain fu11 inhibition of respiration, 

concentrati.ons of Perezone higher than 250 uM are required. To e.xp1~in 

the mechanism of action of Perezone in mitochondria1 rcspiration, two 

observations shou1d be considcred. The first is that Perezone inhibits the 

oxidation of g1utamate+malate at .concentrations which also increased the 

respiration of rotenone inhibited oxygen uptake. The second is that Perezone 

mediates electron transfer, as cvidenced by the ability of the compound to 

transfer electrons from the reaction center preparation of Rhodopseudomonas 

sphaeroides to cytochrome C. 

Therefore we be1ieve that in the rnitochondria1 membrane, Perezone may 

act as an acceptor and clonar of electrons, but at rates signif icant1y lower 

than those of the endogenous quinones. Thus electron transfer would be 

drastically inhibited by Perezone. In contrast, in conditions in ~hich 

reduction of endogenous quinones is 1argely diminished (as occurs in the 

presence of rotenone), the electron Lransfer properties of Perezone become. 

Tiie data obtained wíth Perezone can thus be explaincd if at temperatures 

belo~ 25ºC the rate limiti.ng step oí respiration is limited by endogenous 

quinone oxido-reduction~ and thus a further linitat1on of electron transfer 

as induced by Perezone wou1d induce a dr2stic dininution of o>:ygc.n· uptake. 
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On the other hand at 37ºC overall electron transfer would be limited at 

another step and thus Perezone wou1d have 1ittle or no eff ect on 

respiration. However this suggestion requires further experimenta1 

e1aboration. 

In view of the hitherto described effects of Perezone on e1ectron 

transfer, severa1 questions may arise as to why roots of p1ants of the 

genus Perezia posscss unusua11y high concentrations of Perezone i.e. it 

has beeri reported (12) that from a kilogram of dry roots 4-2 g of Perezone 

crysta1s may be obtained. This suggests that electron transfer of these 

plants rray present unusua1 characteristic features. 
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FIGURE l. Perezone mo1ecu1e. 

FIGURE 2. Inhibitory effect of Perezone on respiration of. rat 1iver 

mitochondria as stimu1ated by difíerent compounds. G1utamate +. 

~~late and Succinate as oxidizab1e substrates. The basic incubation 

media is: 250 nit-1 sucrose; 1 mM EDTA, 4 mM phosphate buffer 

pH 7 .4 (NaOH), 1 mM MgC12 , 6 mM KC1, 3 mM oxidizab1e subst..=ates 

and 3.0 mg mitochondria1 protein in a final volume of 3.0 m1. 

~"here indicated 16 ug of Perezone (P)/mg of mitochondria1 protein. 

0.9 ug va1inomycin (VAL), 0.8 mM ADP, 2 ug gramicidin (GRAM) and 

0.3 ug 1799. Numbers en the side of traces indicate ngAtoms (nAt) 

O/min. Nw, 'Washed rat 1iver mitochondria. Tempera tu re 25ºC. 

FIGURE 3. A. Inhibition of mitochondria1 rcspiration by Perezone as 

function of pH, g1utamatc + malate as substrate and va1inomycin .• 

The pH was adjusted to those in the figure. Incubation conditions 

as in Figure 2. B. Titration curve of a aqucous solution of 

Perezone ... E>:perimenta1 conditions 'Were: to a so1ution of Perezone 

(10 mg/m1) NaOH or HC1 was added to the desirable pH and absorbance 

·at 522 nm i...~as measured .. Ea.ch point reprcsents the mean va1ue of 

three separate titrations. 

\ 
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FIGURE 4. Effect of Perezone o'n m.itochondr:ia1 respiration at various 

temperatures ... Exp.er_:imel)t:a.1.:.;cond.itions as in Figure 2. Inset p1ot 

oxygen. consump.t7i~·~·,·~:·~t·~~·~~:d~··.)'.~ith Perezone and valinomycin at the 

-, ..... ,. ··<~·\ ~~~~~f~>~ ~~~,;~t\:~:~\~. 
indica ted tempera tur_es ·~ ~· .. _. " 

. . ·~~!o;=~.:;:::;\:~~.:¡ b+~~> 
:·, < :~ >'·>~· ;. 't.'' 

·, 

FIGURE S. Oxido/Reduct:ion "f"~t:~',:,:t:¡,.:~:XC'>f Perezone. Experimenta1 conditions 

were: to 25 m1 of ·Perezc:ine so1ution at pH 7. l (TRIS. buffer) an 

excess of dithionite was.added. To that so1ution sma11 amounts 

of f7rricyanide were added to certain mV~ as measured with 

p1atinum/ca1ome1 e1ectrode :in a PMQ 22 Radiometer pH meter. 

An. a1iquot of the so1ution was scanned in a DW2 A dual beam 

spectrophotometer· (Ami.neo). Calculations were made by stab1ishing 

the oxidized/reduced ratio of Perezone at fixed wavelengths and 

applying the Nerst equation. n=number of electrons that can be 

accepted by Perezone molecu1e. 

FIGURE 6. Cytochrome e oxidation by reaction centers from Rhodopseudomonas 

sphaeroides (rnutant R-26) in that presence of I.4-Naphtoquinone. 

and Perezone .. Incubation conditions: 0.12 UH of reaction Centers 

in 0.3 M Sucrose, 10 rn.'I Tris-HC1 bufíer pH 7.5, 2 uH cytochrome 

C in a íina1 volume of 3.0 m1. V.'here indicated Perezone (60 uM) 

or 1.4-naphtoquinone (60 uM) \.:as added .. Recording was made in a 

dual beam Spectrophotorneter (Aminco DW2 A) ~-rith side illumination 

• 
attachment. The excitation beam Yas filtered with a Kodak wratten 

filter 87 C for infrared light. the photomultiplier ~as covered with 

b1ue-green f:i1ter (Corning C 9782). 
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FIGURE 7. Effect of Perezone on Valinomycin stimulated mitochondrial oxyg~n 

consumption in the presence of menadione. Experimental conditions 

as in Figure 2 with menadione 1 x 10-sM. Perezone was added 

at the follo~ing final uM concentrations: a=13, b=33, c=67, d=lOO, 

e=l34 and f=268. The inset shows a plot of the data of the 

experiment. 

FIGURE 8. Effect of Perezone on the respiration of ~itochondria incubated 

'With and without rotenon~! The experimental condit·i.ons were as 

in Figure 2 with g1utamatc-ma.late as s~bstrate and Va1inomyci~ 

to stimulate respiration. In the trace despicted by. {o--o) 

the Va1inornycin stimu1ated oxygen uptake ~as inhibited by the ad­

-dition of 0.3 ug rotenone per rng. of protein; this yielded a rate 

of 1 to 5 natom O min-l mg-1 • The subsequen.t addition of Perezone 

resulted in the indicated rates. In the trace marked as (•~• ) 

Perezone ~as added without the addition of rotenone • 

.. 
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