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LISTA DE ABREVIATURAS

ATP: Adenosin trifosfato.
Behl: Bacterioclorofila {siglas en inglés).
BCIP: Fosfato de S-bromo4d-cloro-3-indolil.
C,,;Ey: dodecil octaetilen glicol monoéter.
CTAB: Bromuro de Cetiltrimetil amonio.
c-Terminal: Carboxiterminal, extremo carboxiterminal..
CpPC: Cloruro de N-cetilpiridino,
C-P: Complejo clorofila-proteina.
pceb: N,Nt'-diciclohexilcarbodiimida.
DoC: Desoxicolato.
bOCK: Desoxicolato de Potasio.
DBM: Diazobenzilxilometil.
DS: podecil Sulfato.
DSLi: Dodecil Sulfato de Litio.
DSS: Dodecil Sulfato de Sodio.
DTT: Ditiotreitol.
EDTA: Acido Tetraacético de Etilendiamina (siglas en inglés).
EGPA: Electroforesis en Geles de Poliacrilamida.
EPR: Resonancia Paramagnética del Electrén (siglas en inglés).
IgG: Inmunoglobulinas tipo G.
M: molar, molaridad.
mM: milimolar, uM: micromolar.
min: minutos.
NADH: dinucléotido de nicotidamina y adenina reducido.

NaSCN: Tiocianato de Sodio.



NBT: Nitroazul de Tetrazolio (Nitro Blue Tetfazdlium) .

NC: nitrocelulosa.

N-Terminal: amino terminal, extremo amino‘i:erm

Pi: Fosfato.
pg: picogramos.

P.M.: Peso Molecular. S

rpm: revoluciones por minuta.

U.V.: Luz Ultravioleta. B
UHDBT: undecilhidroxidioxobenzotiazol” {CyaHsNOyS) o



INTRODUCCION

--BL COMPLEJO III MITOCONDRIAL

Las ‘mitocondrias.son organelos celulares cuyas dimensiones

aproximadasison de 1 pm de ancho por 2 pum de largo (Alberts y col,

719’8'57) Vps;'fhni:iones son llevar a cabo el proceso de resplracién'y
3 lla‘rtsrrlrn!:iesis de ATP, moneda de intercambioc energético de la célula.
Estos organelos estdn constituidos por una membrana externa que
présenta alta permeabilidad (para moléculas de menos de 10 kDa)} y que
enﬁelve a una membrana interna, 1la cual posee humerosas
invaginaciones o crestas, su permeabilidad es selectiva y contiene
gran cantidad de proteinas entre las que destacan aquellas encargadas
del transporte de electrones y de la de sintesis de ATP. Ambas
membranas y los espacios existentes entre ellas (el espacio
Intermembranal y 1la matriz mitocondrial) forman los cuatro
compartimentos de este organelo, que se muestran en la Fig. 1

El fendmeno de la respiracién en las mitocondrias consiste en
la oxidacién de sustratos provenientes del ciclo de Krebs {como
succinato y NADH) ; durante este proceso se lleva a cabo un transporte
de electrones hasta el oxigeno, el aceptor final. Al mismo tiempo,
existe la formacién de un gradiente electroquimico de protones que
son expulsados hacia el espacio intermembranal, (hipétesis
quimiosmética de Mitchell, 1979). Dicho gradiente protonmotriz,
acoplado al transporte de electrones, es aprovechado por la ATP
sintetasa para generar ATP (Fig 2a). La unién de estos procesos se

denomina foaforilacién oxidativa.



FIGURA 1: Microfotografia electrénica que muestra .la estructura de
‘las’ mitocondrias, con las dos membranas, interna (MI) - y: externa
(ME) , el ‘espacio intermembranal (EI) y la matriz mitocondriali(M)." .
A.- Corte longitudinal, B.- Corte Transversal. Tomada.de:CArabez y.:
Sandoval.- (1990) : E e :
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FIGURA 2a: PFosforilacién oxidativa de acuerdo a la Teoria
Quimiosmética. Esquema que muestra la secuencia de los complejos
proteinicos de la cadena respiratoria que bombean protones mismos
que en la membrana acoplante, generan un gradiente protonmotriz,
aprovechado por la ATPsintasa para generar ATP. Tomado de Mitchell
(1979)



Para que se lleve‘ a cabo el transporte de electrones se necesita

‘la presencia de acarreadores con grupos redox. De acuerdo con Warburg

Ly wienland, pioneroa en. el estudio de la fosforilaci6én oxidativa

daberi ser "insolubles en agua y operar secuencialmente, reduciendo

oxldando sustratos, coenzimas y oxigeno molecular" (citados por

,Mit:chell, 1979). En este caso los grupos oxidorreductores estidn
representados por: grupos hemo (tipo a, aj, b, ¢ y ¢,), grupos
'fierro-azutre {FeS), mononucleStidos de flavina (FMN), flavin adenin
dinucleotidos (FAD) y &tomos de cobre (Cu a, Cu ay) (Fig. 2b) los
cufles se encuentran asociados a protefnas oligoméricas, embebidas
parcialmente en la bicapa de lipidos.

Los complejos gue participan en la fosforilacién oxidativa de
acuerdo con la numeracién de Hatefi y col (1961) y su nombre de

acuerdo a la homenclatura oficial son los siguientes: (Fig. 3)

I: NADH~-ubiquinona oxidorreductasa,

II: Succinato ubiquinona oxidorreductasa,
III: Ubiquinol citocromo ¢ oxidorreductasa,
IV: Citocromo oxidasa.

: ATP sintasa.

Estos complejos se unen a la transferencia de electrones
'cuesta - abajo" con la translocacién "cuesta arriba" de protones
(Weiss y Leonard, 1987) 1lo cual permite gque los electrones fluyan
desde un potencial redox negativo constituido por moléculas como
succinato y NADH, capaces de ceder sus electrones f&cilmente, a uno
de potencial redox muy positivo como el oxigeno (Fig. 4 a y b).
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FIGURA 2b: Diagrama que muestra el orden funcional de los complejos
oxidorreductores de la cadena respiratoria y que incluye 1la
numeracién de los complejos de acuerdo a Hatefi.

Tomado de Karp (1987)
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FIGURA 3: Esquema de los complejos respiratorios que se encuentran
en la membrana interna mitocondrial; la representacién
tridimensional del complejo I y III (como dimero) pertenecen a los
estudios de Weiss y col. (1987) en el hongo Neurospora ¢rassa; para
el modelo del complejo II se utilizaron evidencias bioquimicas
analisadas por Ohnishi (1883). cCapaldi y col (1983) proponen el
modelo para la citocromo oxidasa. Para la ATP sintetasa, Gogol y
col (1987) realizaron estudios sobre Escherichia coli. La
estructura para el citocromo ¢ soluble proviene del anadlisis por
cristalograffa de rayos X por Salamme (1977). {(Tomado de
Gonzdlez-Halphen, 1990).
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PIGURA 4a: Gréfica del flujo de electrones en la cadena
respiratoria. Desde moléculas con potenciales redox muy
electronegativos (NADH) hasta aquéllas con valores positivos, como
el oxigenc gue es su aceptor final. También se muestran los sitios
donde la calda de energia libre tiene un valor suficiente para que
se lleve a cabo la sintesis de ATP. Tomada de A. L. Lehninger
{1985) .

Q = coenzima, b = complejo bc,, ¢ = citocromo ¢ soluble,

a = citocromo oxidasa.
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PIGURA 4b: Esquema clasico de la cadena respiratoria del transporte
de electrones desde NADH y succinato hasta oxigenc (se omite el
ciclo Q, ver figura 10). En ella se muestran las reacciones de
oxidorreduccién que se llevan a cabo en cada paso. Tomado de Karp
(1987) .
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)\TP "sintkasa acopla el flujo de protones hacia 1a‘matriz 'ﬁiidcohdriai
<eon 1a sintesis de ATP, transformando la energia electroqu;mic'a de
la membrana en energia gquimica almacenada en esta moléculé (Mitchell,
1975) .. El movimiento de los complejos prété!nicos es lateral e :
independiente en la membrana, que se 7 enéuentta en un estado
semifluido debido a su composicién 1lipidica: el coeficiente de
difusién. estimado para estas protelnas oligoméricas es de
=10"%cm?seq’!. Diversos cslculos sugieren que para las velocidades de
ti‘ansferencla de electrones son suficlentes las colisiones que
ocurren al azar (Alberts y col, 1985) por lo cual parece probable que
los electrones se transporten de un compleje a otro por choques
maltiples, y gque la respiracién esté controlada por difusién (Gupte
y . Hackenbrock, 1988). Por otra parte, el citocrome ¢ soluble y la
ubiquinona, pueden moverse ficilmente, llevando a cabo reacciones
redox durante el transporte de electrones, ya gue se encuentran en
mayor concentracién y difunden réapidamente (Gupte y Hackenbrock,
1988) por lo que han sido denominadas "funciones distributivas®
(Gonz&lez~-Halphen y Gbémez Lojero, 1982). La ubigquinona es la
"coenzima del interior de la membrana", que recolecta los electrones
de las flavoprotelnas membranales gue reducen a su vez, al complejo
IIT (Trumpower, 1981) (Fig 5a). En el caso de los citocromos c
solubles, estos distribuyen el poder reductor en la zona
intermembranal entre los complejos III y IV, para finalmente, reducir

al oxigeno. (Fig. 5b).
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PIGURA 5a: Esquema gque muestra el papel que juega la molécula de
quinena en 1la distribucién del poder reductor en la fotosintesis y
en la respiracién se resalta con linea gruesa su papel en la
respiracién mitocondrial., Tomado de Gonzalez-Halphen y Gomez-Lojero
(1982).

FMN = mononucleétidos de flavina,

FAD = flavin adenin nucleétidos,

FeS = proteina con centro fierro-azufre.
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FIGURA 5b: La via de flujo de electrones durante la respiracién,
queda completa cuando el citocromo ¢ soluble lleva el poder
reductor a la citocromo oxidasa que finalmente reduce al oxigeno,
Gltimo aceptor, para formar agua. Tomadoe de Gonz&lez-Halphen y
Gémez-Lojero (1982).

Q = coenzima Q,

segmento bc; = complejo III,



El complejo IIXI mitocondrial {ubiguinol-citocromo ¢

oxidorreductasa, también conocido como comp’lej’o be,) , - 'sobre el cual:

se desarrolla la presente tesis, puede relacionarse  con el 7

descubrimiento de los citocromos por MacMunn (1866) quien describié-:

un pigmento respiratorio en los misculos de algunos animales '(paja‘ryos‘

y mamiferos) independiente de los pigmentos. de la sangre, sefialanda '

ademés las bandas caracteristicas del "espectro en su fomé reducida
(Fig. 6a). A este pigmento lo ‘denominé miohematina o histohemtiﬁl.
sin embargo, estos hallazgos < fueron desacreditados en su é&poca,
debido a que se pensé que eran soclamente hemocrombégenos derivados de
la hemoglobina,

Keilin (1924), utilizé un microespectroscopio ocular semejante
al de MacMunn para observar, en diferentes organismos, los espectros
de absorcién de este pigmento, y encontré gue no sélamente se
hallaba en organismos con misculos, si no hasta en organismos
unicelulares. Por 1lo anterior, decidié denominarlo citocromo
(pigmento celular). Ademds describié la presencia de varios tipos de
hemo (&, b, ¢, ver Fig. 6a) y las posiciones caracteristicas de sus
bandas en los espectros de absorcién en la zona del visible: «, B,
7 (o Soret) (Fig. 6b).

Gracias a la metodologia establecida por Hatefi y col (1961)
pudieron separarse los complejos mitocondriales. Por su parte, Rieske
(1967) establecié la metodologia para aislar el complejo III al
solubilizar las mitocondrias con detergentes como colato vy
desoxicolato de potasio y precipitar a las proteinas con sulfato de
amonio, acetato de amonio y cloruro de potasio.

El complejo bc, o complejo III mitocondrial tiene un peso
molecular aproximado de 250 kDa; en la membrana interna mitocondrial
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PIGURA 6 at Imagen espectroscépica de los citocromos obtenida por
Keilin (1925) el cual confirm6 y ampli& las observaciones iniciales
realizadas por MacMunn. Este espectro corresponde a al wmisculo
tordcico de la abeja, sometido a anaerchiosis. Tomado de Keilin

(1925) .
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FIGURA 6b: Espectro de absorcién que muestra los picos
caracteristicos del citocromo ¢ de caballo. La designacién de
bandas es del rojo hacia el azul empleando letras griegas. El pico
7 corresponde a la regién del Soret.

Linea gruesa espectro del citocromo reducido, 1linea delgada
espectro del citocromo oxidado. Tomado de Karp (1987).




" se:presenta en forma de dimero. El complejo aislado ide’ corazén ‘de

bovino consta de 11 subunidades las cuales pueden ci:b‘éekrv:,ar’s
ge'l‘ de,pbliacrllamida-SDs, de acuerdo con. Shigger y §51 (]’.'98'6)" (v
F}Lg’.’ 7;). Tres de estas subunidades participan en“la’ tré;léférghci
de electrones y contienen grupos oxldorreductoférs: ,‘eyl‘ c‘i‘tqcr'émé'lb
(subunidad III), el citocromo e, (subunidad iV) Yy la'k'p cgteir{a
fierro-azufre de Rieske (subunidad V) (Shdgger y col, 1989; w_é_‘i_;ss;\ir
Leonard, 1987; Gonz&lez-Halphen y col, 1989). /'

Existen diferentes experimentos disefiados para esrt.udi:ar‘ia:
situacién espacial (topologia) de las subunidades del ccmple}}or bc‘
con respecto a la membrana interna mitocondrial. Todos estos estudios
han dado lugar al modelo topolSgico del complejo III que se muestra
en la figura 7b (Gonz&lez-Halphen,1988).

Uno de los métodos mas utilizados es la protedlisis parcial con
diferentes enzimas, la cual puede realizarse cuando el complejo se
encuentra reconstituido en liposomas -] en particulas
submitocondriales. En este dltimo caso, los productos de digestién
pueden identificarse con anticuerpos especificos dirigidos contra las
subunidades en inmunoréplicas tipo Western (Gonzaélez~Halphen y col,
1988)

También es posible marcar las subunidades con reactivos
hidrofébicos o hidrofilicos, que reaccionan con las partes de 1la
proteina embebidas en la membrana o© bien con 1las reglones
polipeptidicas expuestas (Gonz&lez-Halphen y col, 1988). Como
ejemplos de éstos reactivos se encuentran: el reactivo azido
derivade de fosfatidiletalonamina, 1la trifluorometil~yodofenil-
diazirina, y la yodacién catalizada con lactoperoxidasa.

En otros casos es posible la utilizacién de los agentes
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FIGURA 7a: Patrén electroforético del complejo III obtenido
mediante la técnica descrita por Shigger y col (1986).

FIGURA 7b: Modelo que mnuestra la localizacién de 1las once
subunidades del complejo III en la membrana interna mitocondrial,
de acuerdo a los resultados obtenidos con 1la utilizacién de
reactivos de fotoafinidad, estudios topolégicos, atc.
(Gonzdlez~Halphen y col, 1988).

Tomado de Gonzdlez-Halphen, 1990.



entracruzadores,icon reactivos que favurezcan 1a unién’ covalente.

~‘entre las subunidades mas cercanas como,; laa:carbodiimidas,‘entre

: ellas N N'-diciclohexilcarbcdiimida 6::-DECD
etilea- [3 (dimetilamino)-propilcarhodiimida 6 Bl
Otra forma de conocer 1la tapologia de las suhunidadas en la
membrana es la de formar cristales bldimansionales como:- los gue . se
muestraq en. la figura 8a.'y b (Weiss 'y .col, 1986,‘weiss y .Léonard,
1987)>£o;ﬁados por una verdadera sibana de proteina yrlléido que
‘ﬁuadé ser analizada pﬁr difraccién de electrones, en un microscopio
electrénico, dando lugar a medelos estructurales de 1la proteina (Fig.
8 c}.

Recientemente, Yu y col (1991) han podido obtener cristales
tridimensionales del complejo III mitocondrial de bovino, en
presencia del detergente decanoil-N-metilglucamida, el alcohol
heptaentriol, cloruro de sodia Y poli(etilenglicol} cono
precipitantes. Las dimensiones del cristal mis grande fueron de 4x2x1
mm, suficientes para obtener informacién de su estructura por
cristalografia de rayos X.

Ootro tipo de aproximacién es el andlisis teérico de 1la
estructura primaria de las subunidades, comparando las secuencias de
aminodcidos y construyendo perfiles de hidropatia, dependiendo del
caracter hidrof6bico o hidrofilico de los amino&cidos. Dependiendo de
la cantidad de aminodcidos de diferente caricter que posea, pueden
establecerse zohas gque correspondan {grosso modo) a sitios embebidos
en la membrana o fuera de ella. Los perfiles de hidropatia
proporcionan una idea de la posible conformacién y ubicacién de las
subunidades dentro de la membrana (Link y col, 1987).

Ver figura 9.



PIGURA 8a: Microfotografia de las 1laminas de cristales
bidimensionales del complejo III completo obtenidos por Weiss y
Leonard (1986).

FIQURA 8bten este caso, se mnuestran las laminas - de cristales
bidimensionales del subcomplejo b-c,.



FIGURA 8c¢c: Diagrama de la orientacién del complejo bc, del hongo

08! crassa en una bicapa lipidica de acuerdo con los
estudios de difraccién de electrones en cristales bidimensionales
lo mismo que para uno de los subcomplejos obtenidos en 1la
separacién por ultrafiltracién con el detergente Tritén X-100
{(Weiss y Leonard, 1987).



A com:inuacién se hace una descripciﬁn breve de cada una de 1as

nas les (Buhuniduﬂnﬁ p 2 y II)‘

Por su gran tamafio (P.M. 49 y 47 kDa., respectivamente),
inicialmente se pensd que eran importantes para - la estructura del
éomplejo, por lo que recibieron el nombre de proteinas estructurales
(del inglés, core proteins). Su caricter hidrofilico hace que se

sitGen fuera de la membrana y equivalen a 1la parte mas larga del

complejo de Neurospora crassa de acuerdo con lo observado por Weiss
y col (1986) y Welss y Leonard (1987). En experimentos de

reconstitucién (Linke y Weiss, 1986) se observé el requerimiento de
ambas subunidades en forma dimérica para recuperar la actividad de
un subcomplejo bc,. Recientemente éstas subunidades se han
involucrado en la biogénesis del complejo be, (Crivellone y col,1988;

Gatti y Tzagoloef, 1990).

b) citocromo b (subunidad III):

Posee un caricter muy hidrofébico (Weiss y col 1986) y como
se muestra en los perfiles de hidropatfa (Fig. 9) posee de 8 a 9
cruces transmenmbranales (Cramer y col, 1987). Esta subunidad es el
verdadero corazén hidrofébice del bc, y se encuentra anclada en ia
membrana interna mitocondrial (ver Fig. 7b). Los 2 hemos en esta
proteina se unen por interacciones no covalentes a cuatro histidinas

4
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PIGURA 9: Perfiles de hidropatia de las subunidades III, IV y V del
complejo bc, de en corazén de bovino. En el eje de las ordenadas se
muestra el caracter ya sea hidrof6bico (HFOB) o hidrofilico (HFIL)
asi como el cdlculo de energfa libre (kcal/mol). En las absisas se
grafica el nGmero de aminodcidos por secuencia. Las regiones
sombreadas muestran las zonas hidrofébicas de cada polipéptido,
mientras que las flechas, las regiones gque Se unen a grupos
prostéticos. Tomado de Gonzéalez-Halphen (1990).



ciélgs,‘iﬁédox, pcf: lo que. se denominan bggy ¥ Dy Esta -

es lla‘“ﬂ‘nivz":'a,del complejo sintetizada a partir del genoina

reminiscencia del genoma ancenstral procarionte

o éaneio (Katan y col, 1976; Lin y col, 1978;. Weiss.y

a; ( idaa 1v)

Posee un cardcter anfifflico (Weiss y col, 1986; ver 1los
perfiles de hidropatia en la fig. 9) debido a que tiene un 'segmento
hidrof&bico carboxi-terminal. El1 hemo se encuentra en el extremo
amino-terminal, unido covalentemente por enlaces tio-é&ter con residuos
de dos cisteinas y coordinando con histidina y metionina. Ademds se
encuentra hacia el lado P de la membrana interna mitocondrial, (ver
figura 7b) es decir, viende hacia el espacio intermembranal, donde
interacciona cataliticamente con el citocromo ¢ soluble (K8nigy col,

1980; Shimomura y col, 1985; Gonz&lez-Halphen y col, 1988). S
d) Proteina filerro-asufre (subunidad v):

También llamada proteina de Rieske en honor de J. S§. Rieske,
el primero en descubrir la seflal de ésta subunidad por EPR. Al igual
gque el citocromo c,, su cardcter es anfifflico (Weiss y col, 1986)
como se muestra en el perfil de hidropatia de ésta subunidad en 1la
fig. 9. El centro 2Fe~-2S se une a la proteina por 2 cistefnas y 2
histidinas. Su porcién hidrofébica le permite unirse al resto del

8



FIGURA 9 (continuacién): Perfiles de hidropatia de las subunidades
vI, VII y VIII del complejo bc, en corazén de bovino. En el eje de
las ordenadas se muestra el caracter ya sea hidrofébico (HFOB) o
hidrofilico (HFIL)} asi como el cdlculo de energia libre (kcal/mol).
En las absisas se grafica el nimere de aminodcidos por secuencia.
Las regiones sombreadas muestran las zonas hidrofé6bicas de cada
polipéptido, mientras que l1as flechas, las regiones que se unen a
grupos prostéticos. Tomado de Gonz&lez-Halphen (1950).




KCAL 7 ROL

KCAL 7 HOL

KCAL 7 MOL

- [~ WFIL

L
¥

PIGURA 9 (continuacién): Perfiles de hidropatia de las subunidades
IX, X y XI del complejo en corazén bc, de bovino. En el eje de las
ordenadas se muestra el caracter ya sea hidrofébico (HFOB) o
hidrofilico (HFIL) asi como el cdlculc de energia libre (kcal/mol).
En las absisas se grafica el numero de amino&cidos por secuencia.
Las regiones sombreadas muestran las zonas hidrofébicas de cada
polipéptido, mientras que las flechas, las regiones que se unen a
grupos prostéticos. Tomado de Gonz&lez-Halphen (1990).



complejo, ppsiblemente através dél citncr‘omo~ﬁ (anzéiez-ﬂélg{hen '
col, 1951) ,‘vver figura 7b. De acuerdo con-los estudios de\formaciéﬁ'
de sﬁbcomplejos por accién del detergente Tritéﬁ )‘(—‘100 'bestai,
subunidad se encuentra del lado intermembranal (ver Fig. '7);:)‘ en ei"
caso del hongo Neurospora .crassa (Weiss y col, 1986) ‘Es’'la. Gnica..
subunidad que se ha podido separarse del complejo ch|'y'visi\rlerrse'”a:
reconstituir posteriormente ( Trumpower y Edwards, '1979;_ Linke'y

Weiss, 1986; Weiss y Leonard, 1987; Gonz&lez-Halphen, 1991).%"
e) Bubunidades pequefias (VI a XI):

En la tabla I se muestran los pesos moleculares de estas
subunidades. S6lc se conoce la funcién de algunas de ellas; en
mamiferos como el bovino o el humano se han encontrado once
subunidades, en otros organismos existen menos o son inexistentes.

La subunidad VII se conoce como la que une a la ubiquinena (Yu
y col, 1990). La subunidad VIII también conocida como proteina de
unién contiene una gran cantidad de residuos de glutamico y aspartico
en el N-terminal y parece intervenir en la unidn entre el citocromo
c, yel citocromo ¢ soluble el cual tiene carga positiva (Kim y King,
1983). Otra de las subunidades une DCCD (reactivo hidrofébico),

contiene 78 residuos de aminocicidos que forman una alfa hélice muy

hidrof6bica (subunidad IX). Finalmente, 1la subunidad VI de
Saccharomyses cerevisjae (equivalente a la subunidad VII de bovino)

parece intervenir en la interaccién de los dos complejos para su

actividad en forma dimérica (Trumpower, 1990).



Actividas:del’ complojo XIr:

:bLa’f reaccién general’ ‘que “aste: ‘complejo la

"la raduccién ‘oxidante del citocromo b que ocurr cuando se aﬁade

antimicina al complejo (ver figura :|.o En este caso, . el paso’ de
elactrones a la ubisemiquinona (Q%), del lado negativo para su
reduccién, queda blogqueado, pero el flujo de electrones contnda desde
ubiquinol (QH?) que se encuentra en .el lado positivo, hasta el
citocromoe ¢ soluble, situado en el espacio intermembranal. La
oxidacién por la via QW -> FeS -> ¢, -> ¢, también continga al
agregar un pulso de oxigeno en mitocondrias puestas en anaercbiosis
(a través, claro, del citocromo aaj) . Los hemos b permanecer{ reducidos
debido a que el anién ubisemiquinona del lado positive de la membrana,
les sigue donando electrones y el inhibidor antimicina bloquea su
oxidacién. Si eliminamos la proteina fierro-azufre del complejo, esto
también ocurre, ya gue es necesaria para reducir al citocromo ¢
soluble perc no al b. En cambio, si se agrega mixotiazol, tanto el
citocromo b como el ¢, no se reducen, pues este inhibidor impide que
el ubiquinol done sus electrones a ambos. Sin embargo, si no existe
antimicina en el medio, el citocromo b puede reducirse por reversa 'de
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los pasos -ig g 4'b:qué., se muesfran en - la figura 10.

La's?:éaract;e:i-:léléiéasnéspectroscépicas del citocromo b formado
por . dos he‘rndslzrybgw y~' b, asi comc su cinética y termodindmica
compleja,"su‘n;adr.‘v é la ‘aparente falta de un acarreador de protones
llevaron a Hii:;:l}eii (1975) .a proponer el ciclo Q o ciclo protonmotriz
) dé ubiquinﬁn‘as para explicar su cinética. Este modelo estd basado en
los estudios previos de Kroger y Klingenberg (1973}, los cuales
propusieron la presencia de una "poza de quinonas", donde 1la
ubiquinona, reducida por las diversas deshidrogenasas que intervienen
en la cadena respiratoria, forman una poza mévil de ubiguinol-l0.
Esta poza tiene un cardcter muy hidrofébico y a su vez, dona sus
electrones al complejo III y los recibe de éste, para finalmente
pasarlos a un citocromo ¢ soluble, que se encuentra en el espacio
intermembranal.

En la Fig. 10 podemos ver los fundamentos de este ciclo, que
se presenta en el esquema nds reciente (Trumpower, 1990) sefialando
también los sitios de accién de los inhibidores m&s importantes que
actiian sobre el complejo, como son la antimicina, el mixotiazol, la

estigamatelina y el UHDBT (Von Jagow y Link, 1986).
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FIGURA 10: Ciclo Q propuesto por Mitchell (1%75) modificado por

Trumpower {1981, 1990) en el cual se pueden apreciar los sitios que

son sensibles a los diferentes inhibidores del complejo (con una

barra), el flujo de electrones dentro de la poza de quinonas para

reducir y oxidar al citocromo b, asi como los dos tipos de hemo b

presentes en el complejo, el depésito de cuatro protones ¥ la toma

de dos del espacio de la matriz, asi como la formacién de los

aniones ubisemiquinona Q@ del lado positivo y negativo del

complejo.

ISP = Iron Sulfur Protein (Protefna Fierro-Azufre).

C = Citocromo ¢, a citocromo c soluble.

P = lado p (posktivo externo) de la membrana interna
mitocondrial.

N = lado n (negativeo interno) de la membrana interna
mitocondrial.

QH, = ubiquinol,

Q = quinona,

Q' = anién ubiseguinona.



Distribucién Biolégica del Complejo be,:

En todos los grupos o fila . este complejo de citocromos se
encuentra ampliamente distribuido y todos ellos comparten los misinos
grupos prostéticos. Cabe seﬁqlar'qde el ci(:ccromo c, se denomina t'
en plantas y 1lleva ‘a cabo Vla :ifurncién de -oxidar plastiquinol
(ubiquinona de 1los vegetgles) asi como la de reducir un aceptor
proteinico hidrofilico (cicoc‘i:omo c o plastocianina) donde se acopla
el paso de electrones a la. translocacién de protones (para una
revisién ver Hauska y col, 1983). Sin embargo, a pesar de éstas
semejanzas, existen diferencias entre especies y grupos
filogenéticos. En la tabla I se muestran las caracteristicas de las
subunidades del complejo III de bovino, en comparacién con las
subunidades presentes en otros organismos.

Asi, los complejos m&s sencillos pertenecen a la bacteria
aerSbica Paracoccus denitrificans con tres subunidades (Yang y
Trumpower, 1986) ¥y a la bacteria fotosintética Rhodobacter
gsphaeroides con cuatro subunidades. En los cloroplastos, este
complejo tiene cuatro (Cramer y col, 1991) o 5 (Weiss y Leonard, 1987)
subunidades en hongos como NHeurospora crassa tiene 9 subunidades y
en corazén de bovino once polipéptidos (para una revisién ver
Trumpower, 1990¢). Llama la atencién la gran diversidad de
polipéptidos y su incremento en complejidad a lo largo de la escala
filogenética. cCabe destacar que de los estudios filogenéticos
realizados a partir de la alineacién de secuencias se ha encontrado,
para el caso de las subunidades con grupos prostéticos varios

aminodcidos muy conservados:
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OLIPEPTIDICA DEL COMPLEJO DE CITOCROMOS

| AISLADO DE DIFERENTES ORGANISMOS.

CLOROPLASTOS BACTERIAS

Bb_gphae- Rb capau= P donl-

xoides latug seifi-
¢ [ cang

II17B(b)

T ey

LV res® 21.4(25)
VI 1308(1304)
vIir une Q. y

- VIIL unien
IX ane 0
peep 7,9(8.0)
x - L1.2(7.2)

' SICRERRE 7 YT Jpyene

El peso molecular aparente (P.M.) estid dado en kilodaltones
{kDa), para todos los casos fueron determinados por EGPA-SDS.
Ademds para bovino se calcularon por secuencias de amino&cidos
{datos dentro del paréntesis). Datos tomados de: Ljungdahl y col,
1987 (¢); Weiss y Lecnard, 1987 (#) y Gonzdlez-Halphen, 1990 (*).



citocromo b: 4 histidinas (82, 183,796:y 197) prupues'tavs*c’oinq B

sitio de unién para los dos hemos. '
citocromo o, dos cisteinas' un

como unién al grupo-hemo. i g <

proteina Pes: 4 ciséginaslﬂy"z histidinas muy’conservadas éﬁ

el sitio de unién del centro fierro-azufre: i ’
Estas tres subunidades con grupos oxidorreductores son
necesarias y suficientes pa’rar lievaf a’' cabo la transferencia de
aléctrones como en el caso de la bacteria P. depjtrificans. Lo
anterior cchduce a la siguiente pregunta: ¢cu&l es la funcién del
resto de las sus subunidades?. Para el caso de las subunidades VII,
VI1I, IX y X si se ha propuesto una pos’lble funcidén (que se menciona
en la Tabla I). También se ha encontradoc gue la ausencia de las
subunidades II y VI en mutantes de levadura, da lugar a una cantidad
de complejo sintetizada menor a la normal, aunque su actividad se
mantiene intacta (Gatti y Tzagoloff, 1990); (para una revisién ver
Trumpower, 1990}. Por lo tanto, existe la posibilidad de que las
subunidades sin grupos oxidorreductores participen en el ensamblaje
del complejo en la membrana interna mitocondrial durante su
biogénesis, ya que como vimos, s6lo el citocromo b es sintetizado por
el genoma mitocondrial, por lo que es necesarioc que el resto de las
subunidades sintetizadas en el citoplasma sean internadas y
reconocidas por la mitocondria, existiendo una coordinacién entre los
dos procesos de sintesis. Durante su importacién, las subunidades
deben pasar primero por la membrana externa mitocondrial, altamente
permeable, y luego por la interna donde gquedarin ensambladas como

complejos funcionales.
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En conclusién: el. complejo bc, ‘o éompiéjo~ﬁIIi  mﬁéstré'

caracteristicas notables en cuanto a su cinética,‘cbmpof&amient &

el transporte de electrones y composicién-de subunidade
escala filogenética, as! como en su bicgénesis y.en ia relac kn:éntfa

sus subunidades.

Una de las técnicas referidas en é&sta primera parte, es la
electroforesis en geles de poliacrilamida (descrito por Shigger y
col, 1986) 1la cuil se utilizé para la presente tesis. En un apéndice
se har& una descripcién de las caracteristicas de la técnica de
electroforesis en general y en particular del empleo de geles de

poliacrilamida.
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ANTECEDENTES DIRECTOS

La disociacién de las subunidades en el complejo. bc, ha sido
‘objeto de estudio por varios grupos de investigacién utilizandopara
ello diversos enfoques experimentales. El interés de esto radica en
que el orden de separacién de las proteinas, su caradcter hidrofébico
o hidrofilico, asi como los reactivos disociantes utilizados, pueden
aportar ldeas de la localizacién de las subunidades, ya sea dentro o
fuera de 1la membrana interna mitocondrial y de las posibles
asociaciones entre ellas. Esto se realiza guiandonos por las
caracteristicas de solubilidad gue presenten los diferentes péptidos,
sean éstos hidrofébicos, hidrofflicos o anfifflicos, asi como los
posibles subcomplejos formados, de acuerdo con la severidad de la
disociaci6n. Las uniones de tipo covalente, iénicas, etc., pueden
facilitar o impedir la entrada de los agentes disociantes de acuerdo
con la estabilidad de la unién, de ahi 1la necesidad de utilizar
agentes gue puedan romperlas, por cambios en la fuerza iSnica del
medio o por diferencias de pH que puedan alterar la carga de los
grupos que participan en las uniones entre los polipéptidos, etc.

Las diferentes metodologias pueden compartir caracteristicas
en cuanto al tipo de subunidades que se separen, lo gue refleja la
accesibilidad del detergente o de otros agentes disociantes a las
mismas.

Las técnicas revisadas se mostrarin en esquemas, que

representan los pasos de purificacién.
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Disociacién del Complejo IIT Solubla con la ﬁélli%iciﬁn de Digergadtas

Y - Agentes Caotrépicos:

En 1979; R‘ieske'_descyribi‘
ia  disocfacién ~del-complejo

biliares y Eﬁlfaén ‘de'-amonio; el efecto; del’ inhibidér

tilizacitn de clorhidrato

antimicina, ]:E'rg&ucCirbi{ de

de guanidina ac [ rei la “disociacisn del

mismo. El" modela o.-que’ ocurre’ se.muestra en . la Fig. 11,

destaéan'dc;jla_sriAEifgrénl‘:es ‘rutas’de disoclacién del complejo.
‘Lasfj}‘pus‘kiy.blé’sf v.‘[&s"‘de ﬁisociaciﬁn conducen siempre a la
formz;cién ‘ae d;c:s subcomplejos, "uno soluble y otro insoluble. Esto
ocurre al utilizar una alta concentraci6én del agente caotrépico
clorhidrato de guanidina (3 M) sobre el complejo protegido (mediante
su reduccibn por ascorbato o inhibicién con antimicina). Lo mismo
sucede al emplear clorhidrato de guanidina y sales biliares m&s
sulfato de amonio, sin ningin tipe de proteccién. De acuerdo con el
autor, los sitios sensibles a los agentes disociantes son blogueados
por la accién de la antimicina o por la reduccidén del complejo, lo
cual crea una medificacién en la conformacién de la proteina o el
cambio conformacional de un péptido que obstruye el paso de sales
biliares y sulfato de amonio.
El subcomplejo insoluble esti compuesto por las subunidades
III (citocromo b) y V {proteina fierro-azufre) principalmente, aunque
también cabrfa la posibilidad de gque otras subunidades como son la
VII, IX y XI que se encuentran cerca del citocromo b en la membrana
(Gonz&lez-Halphen y col, 1988) también pudieran formar parte de este
subcomplejo, debido a que poseen un dominio hidrofébico (ver perfiles
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FIGURA 11: Diagrama de disociacién del complejo bc, que explica los
resultados obtenidos por Rieske {1979) presentando las vias de
disociacién del mismo al protegerlo por inhibicién con antimicina
(A), al reducirlo (R), o congelarlo (0°C) contra la accién de sales
biliares (SB), sulfato de amonio (Sa), 1M, 0.2M & 3M de
hidrocloruro de guanidina (1M G, 6.2M G 6 3M G) y detergentes con
sales de mercurio (RHgX). En é&ste diagrama se muestran los
conmplejos solubles e insolubles formados en cada opcién. El modelo
del complejo III fue tomado de la revisi6én de Gonz&lez-Halphen,
1990,



de hidropat)’.a figura Dichas subunidades no aparecen dafinidas en’

e’ Rieske debido a-la baja resolucibn de: 1°s,

“los trabajos rigina].es

(citocromo "¢), VI, VIII-y: X"

,constit ! upo’ de’ subunidades solubles, éstas se encuentran

situadas a’ un lado 'y otro de la membrana (Gonz&lez-Halphen y col,

1988) y ‘contienen en su mayoria residuos de aminodcidos hidrofilicoes,
a excepcién da la subunidad X, que posee un dominio hidrofébico, como
se observa en los perfiles de hidropatia (ver Fig. 9).

EL citocromo <y (subunidad 1IV) es anfifilico,con una sbélo
cruce transmembranal y una regién hidrofilica relativamente grande
que contiene el grupo hemo (para una revisién ver Trumpower, 1990).
Podriamos pensar gue su cercania con las subunidades X y VIII
provoque que este citocromo se quede en 1la fase soluble de .la
separacién, debido a una interaccién con ellas, mientras gque sus
residuos hidrofébicos se mantienen en solucién gracias a el
detergente presente.

La combinacién de otros agentes disociantes como RHgX (sales
mercuriales) y Sulfato de Amonio confirman la formacién de
subcomplejos solubles e insolubles, como se muestra en la Fig. 11.
Las protefnas estructurales (I y II) estan marcadas como insolubles,
lo cual no concuerda con lo que se observa en otros experimentos
donde estas proteinas forman un subcomplejo hidrofilico en el caso
del complejo bc, de Neurospora crassa (Weiss y col, 1986) y con los
perfiles de hidropatia para las subunidades de levadura (Fig. 9),
donde se seflala su alta hidrofilicidad ( Link, y col, 1987). Cabe la
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p:o'slbi,lié‘lét‘i‘d_e:fq\iej' 1la- accién de’1

estas’ proteinas se ‘solubilicer

otr'o de” los indici’o‘s‘ iiﬁpnrtantg
Vc'omplg'jp IIT ‘es “la 'acciﬁn'rdei glqrhiaiét .
cbnge&acibn. Abl congelar el complej&, éé:puéée Vl?og'rar.r'?unxcamb‘io ) yenﬂ
su estabilidad, rompiendo la estructura cuaternaria del mismo. Rieske
(1979) sefiala que esto se debe al efecto del debilitamiento de las
asociaciones hidrofébicas engre polipéptidos, lo cual aumenta la
susceptibilidad al efecto caotrépico del clorhidrato de guanidina.
Una alternativa es que éste cambie la estructura del agua que se
encuentra interaccionando con el complejo, obligandolo a que exponga

mas los grupos hidrofilicos que contiene, provocando su discciacién

en subcomplejos y solubilizando mejor a algunos de ellos.
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‘laxjilidi:ato de guanidina, dodecil octaetil’ glicol ' monoéter,

)iy ditiotreitol” (DTT). El perfil de disociacién '~ para el

complejo III 'se’'muestra en la Fig. 12.

Para realizar la separacién es importante unir el complejo -'a
la columna hidrof6bica, para después eliminar los lipidos que gueden
agociados a la proteina, ya que se ha visto que sonr importantes para
que la subunidad fierro-azufre interactie con el mismo (Shimomura y
col, 1984). De esta manera, con DOC al it y DTT 1 mM es posible
disociar a la proteina filerro-azufre. La subunidad VI se separa
agregando al amortiguador anterior clorhidrato de guanidina 1.5 M.
Posteriormente, aumentando la concentracién de este agente a 3 M, se
separan las proteinas estructurales, (subunidades I y II}.
Posteriormente, se utiliza el detergente no iénico dodecil
octaetilenglicol monoéter (C,;E;) al 1% para la separacién del
citocromo c, junto con las subunidades VIII y X. Finalmente, en
presencia del detergente DSS, a temperatura ambiente, es posible
eluir a las subunidades III, VII, IX, X y XI, los polipéptidos mas
hidrofébicos del complejo bc,.

Las subunidades estructurales (I y II) se encuentran como
contaminantes en varios de los pasos anteriores, lo que indica su
facilidad para disociarse del complejo. Dado su caricter hidrofilico
se puede esperar una interacci6én con las proteinas cercanas de
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FIGURA 12: Diagrama de disociacién del complejo bc, que explica los
resultados obtenidos por Bhimomura y col (1986), en la cual se
utilizé una columna de fenil-sefarosa y diferentes detergentes:
A~ 25mM Tris-HCl, pH B; 20% glicerol y congelando a -80°C.

B- 25 mM Tris HCl pH 8, 0.25% Desoxicolato (DOC), 0.2M NaCl, 1 M
EDTA, 1mM Ditjotreitol (DTT), 20% glicerol.Amortiquador para
equilibrar la columna.

C- 25 mM Tris HC1l pH 8, 1% DOC, imM DTT, 20% glicerol.

D- 1.5 M Hidrocloruro de guanidina, 1% Colato, 1mM DTT, 20%
glicerol.

E- 3 M Hidrocloruro de guanidina en D.

F- D mds 1% C,E,.



carééter‘soluble ¥ por tanto en la periferia de'la membrana, como es
rei caso de la subunidad VI. ‘ : : i
El citocromo ¢, es extraido contaminado .con las subunidades
VIIi ¥ X, como se muestra en el esquema de disociacitn en la Fig. i 12.
En estudios con estas subunidades, se ha propuesto que el polipéptido
VIII constituye el factor de unién entre el citocromo c, y el
citocromo ¢ soluble (Kim y King, 1983) por lo que también se le
conoce como el polipéptido de unién (del inglés "hinge protein®).
Cabe sefalar la reciente modificacién a esta t&cnica para
formar un subcomplejo b-¢, (conteniendo Gnicamente a los dos
citocromos) al adicionar Tritén X-100 al 1.5% en lugar del
detergente C,E,;, lo que sefiala la existencia de una interaccién

directa entre estas dos subunidades (Gonz&lez-Halphen y col., 1991).
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Disociacién del cComplejo III en Columnas .de nidx:‘oxilap'ntit‘a an

Presencia del Datergente No-Iénico Tritén x'léo, :

Utilizando el complejo III aislado por medio §é1 de'taly‘genée‘
no iénico Tritén X-100, Shigger y cdlaboradores (1986) Separaroﬁ 1&5_

subunidades del mismo en una columna de  hidroxialpatita, ci:eand’o.r

subcomplejos mds protefnas libres .por:accién ‘del clorhid‘rato,-de, R

guanidina y la urea. El esquema de disociacién se  muestra en la Fig.
13.

Esta técnica de separacién va m&s acorde con la ubicacién de
las subunidades dentro y fuera de la membrana interna mitocondrial.
Aquéllas que se encuentran en la periferia del complejo son las que
se separan en primer lugar (subunidades V vy XI), al ser poco
adsorbidas por la columna de hidroxilapatita, esto lo confirma la
utilizacién de fuerza iénica débil para disociar este primer
subcomplejo. A continuacién se separan las subunidades IV, VIII y X,
que también se localizan en la periferia del complejo. La fuerza
iénica utilizada en este caso es baja, indicando la facilidad con que
es extraido este subcomplejo, ya que también es solubillzado con
bajas concentraciones de detergente,

El citocromo c; se separa sin necesidad de aplicar -fuerza:
i6nica o detergente, pues se une débilmente a la columna,
probablemnte a través del citocromo b.

A partir de esta separacién, las subunidades restantes son las
que se encuentran total o parcialmente embebidas en la membrana
interna mitocondrial (de acuerde con los estudiocs realizados,
mencionados en la introduccién) a excepcién de las subunidades I, II
Yy VI. El citocromo b queda unido a las subunidades VI y IX. La
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bc, en Trildn %2100
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FIGURA 13: Diagrama de disociacién del complejo be, que explica los
resultados obtenidos por Bhigger (1986) quien ut:i!l.izo una columna
de hidroxilpatita mas diferentes detergentes y gradientes de fuerza
i6nica para separar las subunidades del compleje III. La columna
fue equilibrada con 0.05% de Tritén X-100, 100 mM MOPS, 100 M NacCl.
Los amortiguadores utilizados se muestran en la tabla A que
acompafia a ésta figura. Para realizarla se utilizé el mismo modelo,
que en las figuras anteriores.



TABLA A: AMORTIGUADORES UTILIZADOS PARA ELUIR A LAS SUBUNIDADES DEL COMPLEJO
IXI &«

TX-100 | Nacl Foafato fosfato MoPS Guanidine | Ditionita
(%) ) do Ka (M) | de kK () (H) n(:t) de sodio 1:u:r) URER
o), M)
0.05 0.05 0.035 ———— ——— ———— -—— ——— =
1.00 0.40 0.025 === - — 0.002 0.0002 2.00
0.05 0.40 | 0.050 ——— ———— ~-=~ | 0.002 | 0.0002 2.00
0.05 0.20 | =—==w ———— 0.01 ——— -ow= | 0.0002 ——
0.50 0.20 | 0.025 -—— ——— 1.50 ———— —— -———
0.50 0.25 | 0.085 ———— e wem— ———— ——— ——
0.50 -=== } 0.350 ———— | —wes ———— ——— ———
1.00 -w=w | 0.075 — ———— 6.00 ———— ——— ———
0.50 0,20 | 0.010 ———— ——— —-——— --== ! 0.0002 ———
0.50 ~-== | 0.150 ———— et B —emm ———— ————
0.50 e Rtted 0,25 ——— 3.00 ———— ——— ————
0.10 0420 | w=w-n ——— 0.01 ——— ~-=- | 0.0002
0.05 0.10 | —w=mm ——— 0.01 ———— we== | 0.0002 | a=w=

%% Todos los amortiguadores ajustados a pH 7.2 con 1 mM de azida de sodio.



socigciﬁﬁ»del_,citécromo b, y 1la:subunidades VI y IX se

;i»x‘ea"lizna‘ a barja— tueria iénica, demostrando que la interaccién entre
V. éstés y el ‘citccromo b es débil y de cardcter hidrofébico.

g : Lﬁs subunidades I, II y VII aln quedan unidas a la columna de
hidroxialpatita, y s6lo la utilizacién de DSS, que es un detergente
desnaturalizante, causa su separacioén. A diferencia de 1las anteriores
técnicas, las subunidades estructurales I y II se separan en la
dltima etapa debido a su. fuerte uni6én ‘a la . columna de

hidroxilapatita.

Esta visién general de las técnicas de separacitn de
subunidades permite distinguir, con base en- las “observaciones de
estructura del complejo descritas en la introduccién, a dos grupos
de subunidades: las que se encuentran embebidas en 1la membrana
interna mitocondrial y las que se encuentran fuera de ella,
interactuando gracias a fuerzas hidrofébicas, i6nicas, c a otro tipo
de uniones protefna-proteina, dadas por la secuencia de aminodcidos
y los grupos expuestos de estos. En el primer grupo se puede colocar
al citocromo b con las subunidades VII y IX. El segundo grupe se
integra por las subunidades I, II, VI y VIII; mientras que las
subunidades restantes: IV, V, X y XI, quedan incluidas en un tercer
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grupo, ya que existen diferenciasv

Cabe destacar la importnnci
todos 1los casos, de la proteina fierr

conoce’: que inclusive —ut:ilizando

Weilss y col, 1986) es posible separarla Hcilmenitbe’:d :

interna mitocondrial (en mitoplastos).

proteina fierro-azufre (subunidad V} unida al resto'

(Shimomura y col, 1984; Gonzadlez-Halphen y col, 1991) . Est:o no, sucede:,

en la técnica reportada por Shimomura y col. (1984, 1986) ni
de Shidgger y col (1986}, donde una vez que ‘ se eliminan losiy
fosfolipidos, la proteina fierro-azufre se desprande con facilldad
del resto del complejo. ' '

En el caso del citocromo c; (subunidad IV) podemos apreciar un’
'cierto paralelismo en todos los métodos, Rieske (1979) propone 1la
formacién de un subcomplejo insoluble constituido por ésta subunidad
Y probablemente con las subunidades VIII y X con las culdles se
encuentra interactuando. En la separaci6n realizada con la columna
de hidroxilapatita, é&stas subunidades quedan unidas al resto del
complejo durante la primera separaci6én y en el <caso del
fraccionamineto con la columna de fenil-sefarosa, al utilizar un
detergente que pueda solubilizarlo, el citocromo c, se separa unido
a la subunidad VIII.
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s.geles .a bajas temperaturas, Noll y Stutz (1968) abse

litio (Li*) funcionaba como contraién para el detarqente

sulfato (DS) impidiendo su precipitacién en !rlp. La ucilizacibn de :
jones del mismo grupo de la tabla pariﬁ_dica, como el Na*' o el,l(“
formaban sales que provocaban la precipitacién del detergente a 15°C.k

Por la anterior, Litchner y Wolf (1979) comenzéx;on a ut:il‘izar: la'sal

de Li* de este detergente para realizar electroforesis de "baja

resolucién” a pH menores de 7 y temperatura por debajo de los 15°C.

Con estos geles lograron la separacién de intermediaros biol6gicos

labiles a temperatura ambiente y a pH 7, como los intermediarios

fosforilados de la ATPasa de Na‘'/K® o de la ATPasa de Ca*'.

Jones Yy colaboradores (1981), describieron un método de
electroforesis de "alta resolucién" basidndose en la técnica descrita
por Litchner y Wolft. Utilizaron un gradiente de
poliacrilamida-dodecil sulfato, para pH y temperatura bajos, en el
estudio de intermediarios unidos al Cu® de la proteina citocromo c
oxidasa. En este caso, el uso de un gradiente de poliacrilamida fue
de gran ayuda para aumentar la separaci6n del sistema anterior,
corroborando la necesidad de prescindir de los iones potasio y sodio
unidos al dodecil sulfato.
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En 1979, Delepelaire y Chua realizaron la alectrof‘re

‘establecidos entre clorofila y proteina (c-p).‘Bl dodecil—sulfato de

. 1itio al 0.1% (DSLi) se utilizé en la snlubilizacién de’ las membranas L

tilacoidales y en el amortiguador cat6dico corriendo el gel a 4 °C¢
en la oscuridad. Cabe destacar que las uniones entre la protefna y.
la clorofila son de tipo hidrofébico, las cuales se mantienen a baja

temperatura, por lo tanto, para proteinas de membrana en general cabe

esperar que los 1ligandos de las mismas se mantengan unidos a las

proteinas (como en el caso de citocromos, bacterioclorofilas, etc.)

Asi mismo, esta técnica permite detectar complejos proteicos que no
se disocian a 4°cC.

En 1980, Broglie y col., realizaron la caracterizacién de los
complejos proteina-pigmento de Rhodobacter sphaeroides a partir de
cromatéforos (vesiculas con el aparato fotosintético obtenidas por
rompimiento mecanico). Los autores encontraron que la electroforesis
a 4°C con DSLi a concentraciones de 5 y 7.5% de poliacrilamida,
minimizaba las condiciones de disociacién del complejo
bacterioclorofila-proteina (C-P). Para solubilizar a los complejos
la proporcién de proteina/DSLi utilizada fue de 1:20 (peso/peso).
De acuerdo con los autores este es un método para detectar
répidamente y aislar el complejo C-P de cromat&foros. La
desnaturalizacién débil gque ocurre en la electroforesis representa
agregados proteina-~Bchl (bacterioclorofila), reflejando 1la
organizaci6ébn in vivo del aparato fotosintético de este organismo.

Asi mismo, se puede citar el trabajo de Kubo y Takagi (1986)
donde se encuentra gque la utilizacién de DSLi en geles de
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pnliacrilamida: .aumenta ' la :

‘polipéptidos., En ‘una electrofox‘esi

Otros antecedentes de no

desnaturalizant:es, empleando las
,posibilidades para crear ambientes que casi no dasnat‘.uralicen a las

proteinas (Bass y Bricker, 1988}«

El estudio de proteinas oligoméricas plantea preguntas
adicionales a las que se proponen para las proteinas solubles y
monoméricas. Asi una de ellas es: sl los polipéptidos encontrados en
estos complejos son verdaderas subunidades de los mismos o simples
contaminantes . Esto es debido a que puede existir mas de una técnica
para el aislamiento de estas proteinas y que durante el proceso,
algunas subunidades que integren al complejo se pierdan o que, dadas
las caracteristicas de la técnica, no sea posible quitar polipéptidos
ajenos al mismo; estas posibilidades se dan debido a las
caracteristicas de los agentes disociantes utilizados. Otro punto de
interés en el andlisis de las proteinas oligoméricas es el conocer
como son las interacciones proteina-proteina que mantinen unidas a

los polipéptidos en este complejo macromolecular.
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OBJETIVOB:

1,~ Caracterizar al complejo IIT mitocondrial;ae corazén de:bovino con
base a su patrén electroforatico en geles. de:poliacrilamida con.DSLi
a 4°C para: ;

2.~ observar, en condiciones seminativas, las posibles interacciones
de las subunidades del complejo y de los grupos prostéticos con sus

apoproteinas.

Para lograr este fin, la identificacién de las subunidades se
realizard con técnicas de segunda dimensién, inmunotransferencias
tipo Western, tinciones especificas de los grupos oxidorreductores
y barridos densitométricos, éstos Gltimos para conocer las

estequiometrias entre las subunidades del complejo.

Dicho enfoque experimental permitird conocer mis acerca de las
interacciones proteina-proteina entre las diferentes subunidades del.
complejo. Asi wismo, serd posible encontrar condiciones
electroforéticas en las cuales se pueda purificar alguna de las

subunidades en particular a nivel preparativo.
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MATERYALES Y METODOB
Obtencién de mitocondrias:

Para purificar al complejo TII se partié de mitocondrias
obtenidas por el método reportado por LBw y Vallin (1963) como se
describre a continuacién: los corazones frescos de res libres de
tejido conectivo se pasaron por un wmolino de carne. La carne wmolida
se licué durante 5 seg. con intervalos de 5 seg de descanso hasta
completar 30 seg con un amortiguador conteniendo sacarosa 250mM, Tris
5mM y EDTA 2 mM, (pH 7.5). Después se centrifugé a 3,000 rpm en el
rotor GS-3 (Sorvall) (o 755 g) durante 10 min. El sobrenadante
obtenido se filtrd a través de una capa doble de gasa y se centrifugé
a 10,000 rpm, con el rotor GSA (o 7,500 g) durante 10 min. El
precipitade obtenido se resuspendié en un amortigquador que contenia
sacarosa 250 mM y Tris-HCl 5 mM (pH 7.5). Después de homogenizar la
pastilla en un homogenizador con vdstago de teflén, se procedié a
centrifugar 10 min a 3,000 rpm (654.6 g) en el mismo rotor. El
sobrenadante obtenido se centrifugé a 10,000 rpm, (7273.5 g) 10 min.
El precipitaso resultante correspondiente a la fracci6n mitocondrial
se resuspendié en el segundo amortiguador utilizado y se guard6 a
=70°C,

Obtencién dal complejo IIT mitocondrial
De acuerdo con la técnica reportada por Rieske (1967).

A) Preparacién de la fraccién 8-1:

Después de haber determinado la concentraci6én de proteina de
las mitocondrias por el método del Biuret (como se describe mas
adelante) estas se diluyeron a una concentracién final de 23 mg/ml
de protefna con un amortiguador TSH: sacarosa 0.67M, Tris-HCl 0.05M
(pH 8.0) e histidina 0.001M. Se afadié desoxicolato de potasio (DOCK)
al 10%, pH 9.0 (0.3 mg/mg de proteina) gota a gota, y KCl s6lido
(74.6 g/l) en agitaci6én constante. A continuacién se centrifugé
45,000 rpm (145,000 g) en un rotor 60 Ti (Beckman) durante 16 min,
obteniendo un precipitado verde el cual contiene al complejo IV
(citocromo oxidasa) y un sobrenadante rojizo. Esta precipitade se
resuspendié en amortiguador TSH y se congelé a -70°C. Al sobrenadante
se le afiadieron 0.25 volumenes de agua bidestilada fria, y a
continuacién se centrifugé a 45,000 rpm (145,000 g) en un rotor 60Ti
durante 16 min. El sobrenadante resultante se dializé contra 8
vollimenes de Tris-~HCl 10 mM (pH 8.0) durante 3 hrs, utilizando una
membrana de didlisis que retiene moléculas mayores a 12~14 000 de peso
molecular. A continuacién se centrifugé 45 min de la misma manera,
El precipitado obtenido denominado fraccién S-1 que se resusupendié
en amortiguador TSH y se congelé a -70°C.
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B) Preparacién del complejo III Crudo,

Después de determinar la concentracién de proteina de la
pastilla S-1 por el método del Biuret, se ajust6 a una concentracién
de 10 mg/ml con amortiguador TSH, afadiendo DOCK al 10% (0.5 mg/mg
de proteina) y acetato de amonio saturade al 50% (16.5 ml/100 ml) en
agitacién constante. La mezcla se dejé reposar 15 min y se centrifugéd
16 min a 45,000 rpm (145,000 g} en el rotor 60 Ti. Se afadié al
sobrenadante, en agitacién constante, acetato de amonio saturado al
50% (6 m1/100 ml), se dejé reposar 15 min y se centrifugd de la misma
forma que en el paso anterior. Después de esto, se agregé al
sobrenadante acetato de amonio saturado al 50% (3.2 ml/100 m) de
muestra) agitando constantemente y se dej6 reposar 15 min para
después volver a centrifugar de la misma forma. EL precipitado
obtenido se denomina fraccidén R4B que se guardé para una eventual
preparacién del complejo I. Se agregd acetato de amonio s6lido (450
g/l) al sobrenadante en agitacién, se dejé reposar 10 nin y se
centrifugé durante 25 min, a 45,000 rpm (145,000 g) en el mismo
rotor. El precipitade obtenido es el complejo III con algunos
contaminantes, por lo cual se denomina complejo III crudo. La
pastilla se resuspendié con amortiguador TSH, almacendndose a -70°C.

C) Purificacién del complejo III.

Se determiné la concentracién de proteina del complejo III
erudo por el método del Biuret para diluir el total a una
concentracién de 10 mg/ml. Se afadid colato de potasio al 20% (0.25
mg/mg de proteina), gota a gota y sulfato de amonio saturado (54
ml/100ml) en agitacién constante. La preparacién se dejé resposar 10
min y se centrifugé 10 min a 45,000 rpm (145,000 g; en el rotor 60
Ti. Al sobrenadante se le afiadié sulfato de amonio saturado (8.35
ml/100 ml), dejando reposar y centrifugando de la misma manera. El
material aceitoso flotante fue descartado filtrando a través de una
malla de fibra de vidrio. Al sobrenadante se le agregé colato de
potasio al 20% (la mitad del volGmen agregado anteriormente}, gota
a gota, en agitacién constante, ademis de sulfato de amonio saturado
(3.45 m1/100 ml) dejando reposar y centrifugando de la misma manera.
El material aceitoso flotante fue descartado del sobrenadante y
posteriormente se 1le agregé sulfato de amonio saturade (11.5
ml/100ml) dejando reposar y centrifugando igualmente, El precipitado
obtenido es el complejo III puro que fue resuspendido suavemente en
amotiguador TSH. El complejo se guard6é a -70°C hasta su utilizacién.
La concentracién del complejo III puro se determiné por el método de
Lowry que se describe mids adelante,
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Detarminacién de Protefna:
A) Método del Biurct:

Descrito por Gornall y col. (1949), esta reaccién colorimétrica
involucra la unién del cobre en una solucién alcalina con las uniones
peptidicas y los residuos de tirosina. Se utilizé para medir proteina
en un intervalo de mg, utilizando albGmina sérica de bovino de
concentracién 10 mg/ml para realizar una curva patrén de 0 a 2 mg de
alblmina para llevarla a un voldmen de 800 ul coh agua destilada. Se
afiadié a cada tubo 200 pl de DOCK al 10% y 2 ml de reactivo del
Biuret. Se agitaron los tubos y se dejaron reposar 30 min, leyendo
la absorbancia a 540 nm. Para las muestras de mitocondrias se
pusieron cantidades
de 5, 10 y 20 pl por duplicado.

B) Método de Lowry:

Fue utilizado para medir concentraciones de proteina en el
intervalo de micromolas. Reportado originalmente por Lowry y col.
{1951), comparte con el método de Biuret, la unién del cobre con 1la
proteina en solucién alcalina pero ademis este método utiliza el paso
de reduccién del reactive fosfomolibdico-fosfotungstato por el
complejo. La modificacién descrita por Markwell y col. (1978) es la
que se emple6 en este trabajo, utilizando las cuatro soluciones
siguientes:

8olucién A: Carbonato de Sodio, 2.0%;
Hidré6xido de Sodio, 0.4%;
Tartrato de Sodio, 0.16%;
SDS, 0.1%.

Bolucidn B: Sulfato de Cobre, 4.0%.
Bolucién C: Mezclar 100 volGmenes de A con uno de B.

B8oluciédn D: Mezclar el reactivo de Folin y agua destilada
en proporciones 1l:1 en cantidad suficiente
para todos los tubos a utilizar,

Se utlizaron de 0 a 100 pul de albdmina de bovino en
concentracién 1 mg/ml, para la curva patrén. Se ajustaron les tubos
a un volimen de 1 ml con agua bidestilada, afadiendo 3 ml de 1la
solucién € e incubando 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
se agregaron 0.3 ml de solucién D mezclando inmediatamente y dejando
incubar 30 min a temperatura ambiente.

Se midié absorbancia a 660 & 540 nm.
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Preparacién de geles de DSLi-Poliacrilamida.

Se utilizé el método de Shiigger y col. (1986) modificado para
este trabajo (Gutiérrez-Cirles y Gonzdlez-Halphen, resultados no
publicados) en estos geles, la concentracién de acrilamida se cambi6
de 16% a 10% Yy el detergente no se incluyé en el amortiguador para
preparar los geles. La mezcla para polimerizar se realizé de la
siguiente manera:

Gel S8eparador Gel de Muestra
103 Ty 3% C 4% T y 3% C.
Acrilamida
49.5%T y 3%C 1.5 ml 0.25 -ml
Amortiguador de geles* 2.5 ‘ml . +0.78 ml
Glicerol 0.8 ml (1g) : -
Agua Destilada 2.5 ml o
Persulfato de Amonio 25.0 . pl-
(10%)
TEMED 2.5 pul

A continuacién se describen los amortiquadcres
el gel y durante la electroforesis:

Amortiguador de geles*: Tris 13M, .
HCL 1M. (pK 9)

Amortiguador Anédico & Inferior: Tris-HCl 0. 2H

(djuhtat a
pH 8.9). :

Amortiguador Catédico & superior:
Tris 0.1 M,
Tricina 0.1M,
de 0.005% a 0.1% de DSLi por gel.

Bolucién Digestora: Tris-HCl, 100 mM (ajustar a pH 6. a)
Glicerol 30%
azul de Bromofenol 0.3%
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Los geles se polimerizaron en placas pequefias y se corrieron
en un aparato de electroforesis MINIPPROTEAN II de BIORAD.

El complejo III se preparé a una concentracién de 2 ug/pl con
soluci6én digestora preparada con anterioridad, para cada carril se
colocaron 10 ug. La mezcla se preparS 20 min antes de correr el gel,
con el complejo III sin diluir, el DSLi en proporcién de 10 ug de
detergente por g de bc, todo esto en hielo. Los geles se corrieron
a 4°C (cuarto frio) una hora a 30 V con el fin de que las proteinas
se condensaran en el limite con el gel separador. A continuacién se
auments el voltaje a 100 Vv durante cuatro horas o hasta que el frente
(azul de bromofenol) llegara a la orilla inferior del gel. En todos
los casos se evité que saliera el frente del colorante, para impedir
que las subunidades pequefias del complejo se perdieran.

Al concluir la corrida, los geles se tifiieron por medio de
varias técnicas, con el fin de observar el efecte de las diferentes
concentraciones de DSLi sobre las subunidades que contenian grupos
oxidorreductores (ver mis adelante).
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Geles de Begunda Dimenaién de Poliacrilamida 8bD8:

Se hicieron geles en placa de acuerdo con el.método que a
continuacién se describe; basado en la técnica original descrita por
Shégger y col. (1986): :

Gel Separador - (16%) Gel de Muestra (4%)
Acrilamida 30% 3
Bis 0.938% 16.0 ‘ml 1.6 ml .
Amortiguador de qelers*‘ 21000l o 3.0 ml

Glicerol -(0.795% v/v) 7 4.0 ml

Agua

Persulfato se Sodi
(ao%) s

TEMED <1050 pL

< : Los amortiguadores utilizados fueron semejantes a los empleados
en.:los" geles de DSLi-poliacrilamida, caon las: siguientes
.-modificaciones:

A. 4de Geles*: se agregd SDS al 0.3%
A. catédico: con SDS al 0.1%

A. Anédico: igual al utilizado en los geles con DSLi.

La electroforesis se realizé en aparatos BRL (Vertical Gel
Electrophoresis System) con placas de 1.2 mm de grosor. Para el gel
de muestra s6lo se utilizé la mitad del volamen, con el fin de dejar
suficiente espacio para colocar la banda de primera dimensién y
formando pozos adicionales a los lados del gel de DSLi.

Como ya se mencion6, en los geles bidimensionales, se utilizan
las bandas de los geles obtenidos en la primera dimensién. Estas
bandas se digirieron previamente durante 2 hrs agitando
constantemente, en una solucién con: SDS 25%, glicerol 10% y Tris-HCl
0.0625M, (pH 6.8). En el momento de realizar la digestidén, también
se agregd DTT (Ditiotreitel) a 25 ml de la solucién anterior para
obtener una concentracién final de 10 mM (o alternativamente
B-mercaptoetanol, para obtener una concentracién final de 5%).
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Para colocar las bandas de gel una vez digeridas se procedis
como sigue:

Se quitaron las pinzas que sujetan los vidrios de cada placa
y el separador inferior, los vidrios se separaron con un cuchillo,
quitando una de las placas (en la que el gel no gquedara pegado). Las
bandas digeridas (para cada gel de segunda dimensién se colocaron
dos) se ponen sobre el gel de muestra, dejando un pequefio espacio
entre ellos, el cual se llena con agarosa 1% liquida, teniendo
cuidado en no formar burbujas con ella entre los geles y de no tapar
los pozos. A continuacién, se colocé encima la otra placa de vidria,
y se pusieron en el aparato de electroforesis, deteniendo las placas
con las pinzas y procurando que no quedara ningin orificio por donde
pudiera salirse el amortiguador superior. Si después de poner este
amortiguador quedaban burbujas entre los geles, se utilizé un
cuchillo de punta roma para hacer presién sobre las bandas de geles,
con la precauci6n de no romperlas.

Después de lo anterior se agregaron controles de complejo III
diluido a una concentracién de 1 ug/pl con la solucién digestora
semejante a la utilizada en los geles de DSLi, pero conteniendo $DS
al 5% de B-mercaptoetanol al 2%. Se pusieron 15 xl de ésta mezcla en
cada carril, los cuales migraron como en un gel de primera dimensién,
sirviendo como controles internos en la identificacién de 1las
subunidades.

La electroforesis bidimensional se 1llevdé a cabo a temperatura
ambiente, una hora a 30 V y toda la noche a 100 V dejando salir el
frente. A continuacién se sacaron los geles, quitando el gel de
muestra y las bandas de primera dimensién, para la posterior tincién
del gel de segunda dimensién con azul de Coomassie y/o con plata.
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. Tinciones Especificas:

A) Tincién con azul de Coomassie:

Esta técnica se utiliza para tefir bandas polipeptidicas
general,. de acuerdo con la técnica descrita por ShHggar '
(1986). Se utilizaron las siguientes soluciones:

Holucidén Pijadora: metanol al 50%,
4cido acético la 10%.

Solucién Tefildora: azul de Coomassie G al 0.1%,
&dcido acético al 10%

Solucidén Destefildora: &cido acético al 10%.

Los geles se incubaron una hora en solucién fijadora y en
agitacién constante, y con soluci6n tefiidora durante toda la noche,
para destefiirlos al dia siguiente con una esponja que absorbiera el
excedente de colorante. Alternativamente, con el fin de acelerar el
proceso, los pasos de fijacién, tincién y destincién se llevaron a
cabo calentando los geles en horno de microondas, durante cince
minutos, dos veces, dejando intervalos entre ellos para enfriarles
y asegurandose que cualguiera de las soluciones empleadas no se
evaporara completamente.

B) Tineién con 3,3',5,5''tetrametilbenzidina:

Esta técnica fue descrita por Thomas y col. (1976) y se utiliza
para tefiir especificamente grupos hemo.

Se prepar6 una solucién con tres partes de benzidina 6.3 mM en
metanol, y siete partes de acetato de sodic 0.25M, (pH 5.0). El1 gel
fue dejado con esta solucién durante una hora en un contenedor
plastico forrado con papel aluminio, en agitacién constante a 4°C (en
el cuarto frio). A continuacién se agregé 0.1 ml de Perhidrol al 30%
(agua oxigenada, H,0,) por cada 100 ml de solucién tefiidora. Se
esperé aproximadamente 15 min a que aparecieran las bandas tefiidas.
La reaccién se detuvo con agua destilada. Cabe hacer notar que esta
tincién desaparece con el tiempo, por lo que se fotografiaron los
geles mds representativos inmediatamente después de revelarlos.
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C) ‘Tincién con Batofenantrolina (BP8):

Reportado por Ohmori y col. {1985) para una proteflna
fierro-azufre del complejo I mitocondrial, esta técnica consistié en
lavar las bandas de geles o el gel completo con agua destilada
varias veces, a continuacién se dejaron tifiiendo en una solucién de
50 ml conteniendo BPS 0.08% (p/v) y &cido tioglic6lico 6.4% (p/v),
durante una hora en agitacién constante. Las bandas se revelaron
durante este periodo y después se lavé con agua destilada.

D) Tincién con Plata:

Basada en la técnica reportada por Wray y col. (1981) y Oakley
y col. (1990) fue utilizada para resaltar las subunidades de bajo
peso molecular en los geles de segunda dimensién después de haberlos
tefildo con azul de Coomassie. Consistié en lo siguiente:

Después de destefiir el gel, este se sumergié en glutaraldehido
10%, durante media hora en aglitacién constante. Este tratamiento
ademds de fijar las proteinas del gel, incrementan la intensidad de
la tincién con el nitrato de plata. Posteriormente se lavé
exhaustivamente con agua destilada para eliminar el glutaraldehido.
Después de esto, el gel se tifi6 con 1las siguientes solucianes:

A) 0.8 g nitrato de plata en 4 ml de agua destilada.
la cual se agrega gota a gota en:

B) 21 ml de NaOH al 0.36% ¥y 1.4 ml de hidréxido de amonio
al 29% aforando a 100 ml con agua destilada.

Esta solucién se utilizé en los siguientes 5 min después de
preparada, poniendo el gel en agitacién constante, durante 15 min en
un contenedor de vidrio muy limpio. A continuvacién se lavé el gel con
agua destilada 2 veces durante 5 min agregdndole la solucién D o
revelador conteniendo 5 ml de acido citrico 1%, 0.255m1 de
formaldehido 37.3% y aforando a 500 ml con agua destilada {preparada
en el momento} en un contenedor de vidrio limpio. Cuando las bandas
de interés se notaron con claridad, la reaccién se detuvo con metanol
al 50%. En caso de obtener una tincién excesiva con esta técnica, se
procedié a destefilr en presencia de fijador r&pido de KODAK.
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Inmunoréplicas tipo Western.,

Esta técnica se utilizé para detectar ‘inmunolégicamente a las
primeras seis subunidades del complejo-“III” en- los- geles de
bDSLi-Poliacrilamida. Estd basada en .la técnicas descritas por. Hawakes
Yy col. (1982) y Towbin y col. (1979), “con "las. ° modificaciones
realizadas por Gonzilez-Halphen y col. (1988). Utiliza los siguientes
amortiguadores:

Transferencia: Tris 26 mM,

Glicina 192 mM,
Metanol 20%,
SDS al 0.1%.

TBS: Tris HC1 (20 mM) pH 7.5 y NacCl 0.5%.
TTB8: igual que el TBS con Tween-20 al 0.05%.
Boluciones para teifiir las bandas:

BCIP: Fosfato de 5-bromo~4-cloro-3~-indolil.
30 mg en 4 ml de dimetil formamida (DMF)

NBT: nitro azul de tetrazolio (Nitro Blue Tetrazolium).
60 mg en 2.8 ml de DMF y 1.2 ml de agua
destilada.

Después de reallzada la electroforesis en geles de DSLi-
poliacrilamida, los cuiles tenian 10ug de DSLi por ug de proteina en
la soluci6n digestora y 10 pg de complejo III por pozo, se sacaron
los geles con guantes para colocarse en el papel de nitrocelulosa de
la siguiente manera:

El papel de nitrocelulosa se puso a remojar previamente en el
amortiguador de transferencia, lo mismo que las dos esponjas y los
des cuadrados de papel filtro del tamafio de la rejilla de
transferencia. Sobre ésta se colocé una esponja, un papel filtro y
a continuacién el gel de poliacrilamida, posteriormente el papel de
nitrocelulosa, (gquitindole las burbujas al pasar un tubo de ensaye
a modo de rodillo), papel filtro y la esponja. Se cerrdé 1la rejilla
y se puso en la céamara de transferencia, la cual se llené con
amortiguador de transferencia. La transferencia se llevdé a cabo
durante 4 hrs a 250 mA con agitacién magnética constante. Después de
este tiempo, se sacd el papel de nitrocelulosa cortando tiras que
correspondieran a los pozos del gel. Se utilizaron 7 tiras de un gel
de 10 pozos, uno para cada una de las 6 primeras subunidades del
complejo III. El séptimo se utilizé con el anticuerpo dirigido contra
el be, completo (anti- holoenzima). Las tiras de nitrocelulosa se
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lavaron con 20 ml de amortiguador TBS dos veces, durante cinco
minutos cada una, en agitacién constante., A continuacién se
blogquearon con 20 ml de gelatina al 3% en TBS por cada tira,
incubando toda la noche en agitacién constante (dicha paso impide la
asociacién inespecifica de los anticuerpoes al papel de
nitrocelulosa). Al dia siguiente, 1las tiras se lavaron dos veces con
20 ml de amortiguador TTBS durante 5 min. A cada tira se le afadié
el primer anticuerpo contra cada una de las subunidades y contra el
complejo IIT en 20 ml de gelatina al 1% disuelta en TTBS. Las tiras
se dejaron incubando durante 5 hrs, en presencia de las siguientes
diluciones finales del suero original de conejo (obtenidos por Miriam
Vizquez, en el laboratorio de acuerdo con Gonz&lez~Halphen y col,
l9a8:

Anticuerpo anti-subunidad Dilucién
I 1:100,000
II 1: 2,000
IIX 1l: 2,000
Iv 1: 2,000
v 1:100,000
vI 1: 2,000
be, 1: 20,000

El primer anticuerpo se lavdé con 20 ml de TTBS durante cinco
minutos (dos veces), en agitacién constante. El segundo anticuerpo
(de cabra contra IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina) se
adicion6é en 20 ml de gelatina al 1% en TTBS para cada tira, en una
dilucién 1:3,000. Con este anticuerpo se dejaron toda la noche en
agitacién constante. Finalmente, se lavé el segundo anticuerpo dos
veces con 20 ml de TTBS durante cinco minutos.

Para revelar, a cada tira se le agregaron 20 ml de una solucién
de bicarbonato de sodio 0.1 M y cloruro de magnesio 1 mM, (pH 9.8),
seguido de 200 ul de BCIP 17.29 mM y 200 gl de NBT 18.33 mM los
cuales producen la reaccion colorida con la fosfatasa alcalina en los
5 o 10 min siguientes. La reaccl6n se detuvo lavando con agua
bidestilada dos veces.

38



Barridos Densitométricos

otra de las técnicas utilizadas para el reconocimiento de las
bandas obtenidas en lo geles con DSLi fue el barrido densitométrico.
El aparato utilizado, un UltroScan XL (LKB), se utiliza para
mediciones cuantjitativas en geles de agarosa, acetato de celulosa,
poliacrilamida, geles de enfoque isoceléctrico y de segunda dimensién.
El rayo liser es de helio- neén y produce un haz de luz monocromdtica
a 633 nm que confiere una resolucién de 55 um. Por medio de un
sistema 6ptico se enfoca el rayo a la muestra, mientras gue otro
sistema convierte la corriente de luz en una sefial de voltaje (mV).
Gracias a un amplificador logaritmico se puede convertir la sefal
enviada de la 1luz no absorbida por el gel, (reflejada por las
diferentes bandas tefiidas), a una sefal proporcional a la absorbancia
de las mismas., La m&xima distancia que puede barrer el rayo laser es
de 110 mm.

Los datos obtenidos de absorbancia fueron procesados por medio
del paquete computacional GelScan XL, el cual guarda y mide
datos de geles de primera y segunda dimensién y que puede comparar
hasta B muestras de primera dimensién o dos de segunda dimensién en
pantalla.

Los geles fueron barridos por el rayo l&ser fijando 1a
longitud del barrido con el tamafio del gel, por medio de una regla
que contiene el aparato, con un intervalo de barridec de 40 pum; en
este caso los barridos fueron sobre geles tefiidos con azul
de Coomassie, para poder apreciar todas las bandas existentes. Los
datos se guardaron en archivos que el mismo programa cred. Para
lievar a cabo el anilisis de los picos obtenidos se procedié a
dibujar una linea base que indicara lo que se consideraba el fondo
creado por la tincién.

Para conocer el pesr molecular aproximado de cada una de las
bandas se utilizaron marcadores como referencia, de los cuales se
decidié que las subunidades I, II y VI eran las ideales para ello,
por su rapida disociacién desde las concentraciones mas bajas del
detergente (0.005% y 0.0075%). En este caso, tomandoc sus datos de
peso molecular y de la distancia migrada, el programa realizd un
método de calibracién 1lineal de éstos valores interpolando a
continuacién los datos de distancia migrada de cada pico en los
diferentes geles.

Cabe sefialar gque el método de calibracién se realiz6 para
cada gel pues la distancia migrada tanto de los marcadores como del
resto de las subunidades difiere de gel a gel. En tablas se mostré
el desplazamiento en mm de cada banda durante la electroforesis, el
&rea y altura de cada pico, el 4rea relativa (%) y el peso molecular
interpolado en daltones.

A continuacién, se determinaron las estequiometrias de las
subunidades o subcomplejos formados con los datos de peso molecular
(P.M.) y de &rea relativa (%) tomando como valor inicial el de 10,000
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daltones, ya que el valor de las subunidades m&s pequeflas es cercano
a éste. Asi, se dividieron todos los datos de P.M. obtenidos en cada
gel entre 10,000 y a continuacién se calculé la estequiometria de los
picos obtenidos o de las

subunidades reconocidas, dividiendo el por ciento de &rea relativa
entre el valor ajustado de P. M.:

a.~- P.M. obtenido por el programa / 10,000

b.- % Area Relativa / a.
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RESULTADOB

GELES DE POLIACRILAMIDA~DSLIi.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL DETERGENTE.

Inicialmente se realjzaron geles con DSLi variando 1la
concentracién del detergente tanto en la solucién digestora como en
el amortiguador catédico. Se utilizaron geles con acrilamida al 10%.
Cada pozo contenia entre 0 a 18 ug de detergente por ug del complejo
III en la soluci6n digestora, con 10 ug de proteina por pozo. En el
amortiguador cat6dice se utilizaron de 0.005% a 0.01% de DSLi, una
concentracién diferente en cada gel. Los geles cbtenidos se muestran
en la Fig. 14.

La menor concentracién utilizada en el amortiguador catédico
(0.005%) muestra pocas bandas. Sin embargo, a medida que se aumenta
la concentracién del detergente en el amortiguador negativo, la
resolucién de las bandas es mayor. Ademds se puede apreciar la
formacién de un frente que probablemente sea la formacién de micelas
del DSLi, sin embargo este frente desaparece al aumentar la
concentracién del detergente.

El efecto de la relacién proteina/detergente, también se
nuestra con claridad, ya que en presencia de 18 ug de DSLi/ug de be,
en la solucién digestora (la concentracién mis alta utilizada), el
patrén de bandas es maAs definido y se nota una mayor separacién de
las mismas.

A concentraciones m&s altas de DSLi en el amortiguador
catédico, que corresponden a 0.05% hasta 0.1%, el patrén de bandas

41



FIGURA 14: Perfiles electroforéticos que resultan de variar 1la
concentracién de D8Li:

Geles de poliacrilamida al 10%, con diferentes concen-
traciones de DSLi en el amortiguador catédico, desde 0.005% hasta
0.01%. Para cada gel se pusieron de 0 a 18 ug de DSLi/ug de bc,.

Estos geles se corrieron a 4°C. Al final de la electroforesis
fueron tefiidos con azul de Coomassie.

A: 0.005%; B: 0.006%; C: 0.007%; D: 0.008%; E: 0.009%; F: 0,01%.
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observado es semejante al- obtenido en qeles d.e poliacrilamida—DSS que
se muestra enla Fiq. ,7,f : p

reportadas pur sh-’!gqerrhyi col
(1988) . .

Cabe sefialar que la

concentracién de acrilamiq

una mayor concentracién,

complejo penetraba- muy p'oco"ye los .casosien que-esto: ocurria 1a

concentracién del detergente era mu; amortiguadm:

catédico como en la solucién’ digestora (0 ost y:de’o ah40 ug - de
DSLi/ug de be,. :

Tinciones Especificas:

A partir de esta serie inicial de geles, se decidi6 utilizar una
concentraci6n fija en la solucién digestora de DSLi (10 ug/ug de bc,)
que se consideré la mis representativa en los geles anteriores. A
continuacién, se procedié a probar el efecto de la concentracién del
DSLi en el amortiguador negativo, sobre la disociaci6n del be,, sin
cambiar la concentracién del detergente en la solucién digestora para
encontrar las condiciones minimas de disociacién de las subunidades.
Se corrieron 6 geles con concentraciones desde 0.005% a 0.1% del
detergente, en miltiplos de cinco. Estos geles se muestran en la
figura 15.

En todos los geles se realizaron cortes de bandas que
correspondieran a los pozos de los mismos, con el fin de tefiirlos con
cada una de las técnicas mencionadas en la metodeologia. Se empleé la
tincién de azul de Coomassie como control.
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FIGURA 15: Perfiles electroforéticos que resultan de variar 1la

concentracién de DSLi en el amortiguador catédico:

Geles con poliacrilamida al 10% y con 0.005% a 0.1% de DSLi
en el amortiguador catédico, dos 6rdenes de magnitu con dos
concentraciones cada una. Cada carril contenia 10 ug de bec,, en la
solucién digestora se colocaron 10 pg de DSLi por ug de complejo.
La electroforesis se llev6é a cabo a 4°C durante 4 hrs.

Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie.

A: 0.005%; B: 0.0075%; C: 0.01%, D: 0.05%, E: 0.075% y F: 0.1%.



. .La‘tincién con 3,3'5,5'- tetrametilbenzidina que se muestra en
la t#gura*ls, para grupos hemo mostré una banda gruesa y Qifusa de
céloi verde-azul gque corresponde a la posicién de las subunidades III
y‘IV del  complejo, cabe hacer notar que en muchos de los geles se
;bservé s6lo una banda intensamente coloreada, correspondiente al
citocromo <y (subunidad IV) con altas concentraciones de detergente.

La tincién con batofenantrolina (BPS) dio una coloracién muy
débil en estos geles, ya que se utilizé muy poca proteina en ellos
(10ug para cada pozo). La subunidad V, o proteina fierre~ azufre,
corresponde Gnicamente al 10% del total del complejo, lo cual
equivale a 4.5 ng fierro de ella en cada carril. La sensibilidad que
proporciona esta técnica es insuficiente para detectar una banda con
claridad sobre el fondo.

La técnica de tincién con plata se utilizé en el gel de
segunda dimensisn con el que se analizé el gel corrido con 0.0075%
de DSLi en el amortiguader catédico, gque se consideré como
representativo de la fase en que algunas de las subunidades del
complejo se disocian conservando al resto del mismo intacto. La
tinci6én con plata hace evidentes a las subunidades m&s pequefas
confirmando que estas subunidades corrian junto con la V y IV, (Ver

figura 17b).
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IT b

FIGURA 16: Identificacién de subunidades con grupos hemo:

Tincién con benzidina (izquierda) de un gel con 6.05% de DSLi
en el amortiguador negativo, 10 ug de bc, por carril y 10 pg de
DSLi / ug de bc,. A la derecha se muestra una banda del mismo gel
tefiido con azul de Coomassie como referencia y para identificar a
las subunidades con grupos hemo: citocromo ¢, y del citocromo b,
que se muestran con flechas.



Geles de Primera Dimensidn con DPSLi;

Geles de Segunda Dimenaiéns

Con objeto de identificar las ub nidades que sa pemanecieron

asociadas durante la eleéi:x:.'of esis.: col poliacrilamidu—DSLi, los

geles con 10% de poliacrilamid o %_f'a':

nmuncrréplicas tipo Western. Los

“17.

A continuacién se describen los resultados obtenidos para cada

concantracisn del detergente en el amortiguador negativo:

Gel. corrido con 0.005% DSLi en al amortiguador catddico:

En la figura 17a se muestra el gel. El citocromo b (subunidad
III) se queda cen la parte superior del gel de primera dimensién como
-una banda gue migra curveada, este fenfémeno es un corrimiento anémalo
con respecto a lo que se observa en los geles con DSS; a continuacién
se observa al citocrome ¢, y la protefina fierro-azufre (estas dos
dltimas subunidades se muestran difusas en el gel). Adelante de ellas
migran las subunidades estructurales I y II como bandas bien
definidas. La subunidad VI presenta una mayor movilidad en
comparacién con el resto de las subunidades; estas tres Gltimas
subunidades son las primeras que se separan completamente del
complejo ITII.
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Las inmunorréplicas tipo Western muestran para . las shbunidaées

I,ITI ¥y VI una sola banda en cada una, confimando ~'1‘é 'compiéta e

separacién de estas. Para el citocromo b se tine‘una banda en’ 1a"’,'

corrcborando una

parte superior de la tira de nitrocelulosa,‘
migracién anormal del mismo, ademis de- presenta un.
debajo de ella. La subunidad IV (citocromo ¥ re el
citocromo b y las subunidades I y II ;un_poco difusa. ia protexﬁa
flerro-azufre (subunidad V) presenta dos bqndas resueltas m:’;s ;ma
tincioén difusa entre ellas. o : »
Con la segunda dimensién realizada, el ‘citocromo b se
identifica al inicio del gel como una banda definida, las
subunidades I y IT migran en el gel aparentemente unidas al citocromo
¢, y a un fragmento de la proteina fierro-azufre. Esta Gltima se
encuentra formando una banda desde la posicién del citocromo b hasta
la del c,. Una vez mis, se confirma que la subunidad VI migra como
banda tinica. Al repetir estos geles se observé que las subunidades
VII, VIII y IX migran unidas a la proteina fierro-azufre y

probablemente al citocromo <.
Gel corrido con 0.0075% de DSLi en el amortiguador catédico:

El gel de primera dimensién, tefiido con azul de Coomassie, se
muestra en la figura 17b. El citocromo b se observa en la parte
superior de éste gel al igual que en el anterior, antes de las
subunidades estructurales (I y II), en este Gnico case, ambas se
muestran mAs separadas entre si que en los otros geles. Debajo de
ellas se observa otra banda, la subunidad VI sigue migrando delante
del resto de las subunidades.
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- PIGURA 173 Andliais de los geles de DBLi por Geles Bidimenajonales
& Inmunorréplicas tipo Western:

Segundas dimensiones (poliacrilamida-DSS) e inmunorréplicas
tipo Western ({en papel de nitrocelulosa) para los geles de primera
dimensi6n realizados con DSLi.

Para las segundas dimensiones, que se muestran en la
parte superior de la figura, el gel tiene un carril a la izquierda
como un control del mismo complejo completamente disociado, Shigger
y col (1986) (ver figura 7a) para reconocer a las subunidades.

En el caso de la inmunorréplicas, en la parte inferior
de la figura, se muestra la banda de gel tefiide con azul de
Ccoomassie a la izquierda de los papeles de nitrocelulosa. De éstos
Gltimos (y de izquierda a derecha) el primero contiene anticuerpo
contra el complejo bc,, a continuacién anticuerpo dirigido contra
la subunidad I, antisubunidad II, anticitocromo b, anticitocromo
¢,, antiproteina fierro-azufre, y antisubunidad VI, las flechas
sefialan la banda revelada con el anticuerpo. En cada caso, se
sefiala la concentracidén de DSLi utilizada.
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En . las  inmunorréplicas tipo Western para este .gel las
subunidades' estructurales se observan como bandas bien definidas, lo
cual confirma que ambas se han separado del complejo III. En el caso
del citocromo b, su posicién se mantiene en la parte superior del gel.
. Elltrzitocrcmo c, se observa un poco difuso aungue los anticuerpes
revalan una banda del mismo tefAida antes de las subunidades
estructurales. La proteina fierro-azufre se localiza debajo de la
subunidad II. La subunidad VI se observa nuevamente, como una banda
bien definda.

En la segunda dimensién (en este caso tefilda con plata) el
citocromo b se sitda al inicio de la migracién de las subunidades,
a continuacién un fragmento de la proteina fierro-azufre (la cual se
observa como una linea corriendo desde el sitio del citocromo b hasta
cerca del o), sequida por las subunidades estructurales (I y II) que
comigran con el citocromo c,, &ste uUltimo aparentemente unido a una
porci6ébn de la proteina fierro-azufre. La banda que se observa a
continuacién de é&stas en la primera dimensién, corresponde a ctro
fragmento de la subunidad V (proteina fierro-azufre) junto con este
fragmento migran las subunidades VII y VIII. La subunidad VI corre

delante de este subcomplejo y la IX aparentemente delante de ella.

Gel corrido con 0.01% de DSLi en el amortiguador catédico:

En éste gel de primera dimensién, tefiido con azul de Coomassie,
(figura 17c) se observa una mayor cantidad de bandas. Las subunidades
I y 1I se sitdan en la parte superior del gel, seguidas del citocromo
b, aunque todavia se observa una tinci6én difusa en esta zona. Dsbujo
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de ellas migra el citocromo <y, seguida de. 1a proteina 1erro—azufre.»

n una zona de -

La subunidad VI se observa a continuacién de ella

t:incién difusa debajo de ésta.

Las subunidades I y II se observan como bandas definidas en la’
parte superior del gel al revelar con anticuerpos contta ellas en lqs
"inmunorxéplicas tipo Western. La subunidad III s¢ observa  ~difusa
entre las subunidades estructurales y el citocromo ¢,, éste Gltimo
formando una banda gruesa antes de la proteina fierro-azufre, también
resuelta como una banda. La subunidad VI también queda definida como
banda unica.

El patrén de migracién que se observa para el complejo III en
los geles de segunda dimensién, muestra la formacién de una diagonal
incipiente a 0.01% del detergente en el amortiguador catédico formada
por las subunidades I, II, VI y las subunidades de bajo P.M. El
citocromo b corre debajo de las subunidades estructurales apart&ndose
de la diagonal, mientras que el citocromc ¢, se observa como una
banda difusa y unida a la proteina fierro-azufre. Esta Gltima
subunidad forma una linea gque va desde el citocromo b hasta antes de

la subunidad VI.

del corrido con 0.05% de DSLi en el amortiguador catéaico:

El gel de primera dimensién tefiido con azul de Coomassie, (ver
figura 17d) para é&ésta concentracisn de detergente utilizada muestra
a las subunidades I y II totalmente separadas del resto del complejo
y en la posicién que les corresponde debida a su P.M. (49 y 47 kba,
respectivamente). Las subunidades con grupos oxidorreductores (III,
Iv y V) migran por debajo de las estructurales, seguidas de la
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subunidad VI En 1a parte inferior del gel se aprec;an nuevas béndas, .
correspondier;tes a las subunidades de bajo P.M. que se disocian a
iésta concentracién del detergente. ) i

En el caso de las inmunorréplicas tipo Weatern, los, anticuerpos
confirman la disociacién total de las primataskseis subunidades al
formar bandas bien definidas. B o

La diagonal que se comenzaba a perfilar en el gel de’ segunda
dimensién para 0.01% de DSLi en el amortiguador catédico, se observa
mis definida con el resto de las subunidades de bajo P.M., aungue las
subunidades con grupos redox (III;,- 1IV.y. V) aGn se separan de la

misma.
Gel corrido con 0.075% de DSLi en el amortiguador catbdico:

El nimero de bandas definidas para el gel de primera dimensién,
tafiido con azul de Coomassie, (ver figura 17e) mayor que a 0.05% de
detergente. Se pueden apreciar las subunidades cuya caracteristica
es la de presentar una tincién mAs intensa, como son I y II, 1la
proteina fierro-azufre, 1la VI, la VII y la IX. El patr6n de bandas
en éste gel es muy semejante al observado en los geles de
desnaturalizantes poliacrilamida-DSS (reportados por Shégger y col.,
1986} a temperatura ambiente (ver Fig. 9). En las inmunoréplicas, al
revelar los anticuerpos contra las seis primeras subunidades, se
observan bandas bien definidas aunque el citocromo c, se presenta un
poco difuso. La diagonal gque se forma en el gel de segunda dimensién
para ésta concentracion de DSLi en el amortiguador negativo muestra
a las subunidades III, IV y V (que poseen grupos oxidorreductores)
separadas de la misma, es decir, con un corrimiento anémalo con
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tespecﬁof a su pééo molecular. aparente..
Gel corz;gdo con 0.1% de DSLi en el amortiguador catédico:

En el gel de primera dimensi6n (figura 7f) tefiido con azul de
Coomassie, el patrén de bandas obtenido a ésta concentracién es casi
igual al reportade por Shigger y col. (1986) en geles de
poliacrilamida-DSS a temperatura ambiente (ver Fig. 7). Se pueden
distinguir claramente nueve de las once subunidades gque migran
correctamente de acuerde con su P.M. Al revelar con anticuerpos
contra las primeras seis subunidades en inmunorréplicas tipo Weatern
estas subunidades se observaron totalmente disociadas sin tincién
difusa, a excepcién del citocromo c,, que forma una banda un poco mis
gruesa gque el resto de las subunidades reveladas en las
inmunorréplicas. Cabe sefialar aqui que incluso en geles disociantes
con DSS a temperatura anmbiente pero en ausencia de agentes reductores
(ditiotreitol o mercaptoetancl) el citocromo ¢, corre como una banda
difusa, probablemente debido a una heterogeneidad en el estado redox
de las cisteinas.

El gel de segunda dimensién muestra la diagonal que comenzé a
formarse a partir de 0.01% de DSLi en el amortiguador negativo,
aunque el grupo de las subunidades estructurales no se integra afin
a esta diagonal. En este caso, puede apreciarse que todas las
subunidades se separaron y resolvieron en el gel de primera

dimensién.
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Barridos Densitométricos:

Otra  de 1las té&cnicas de analisis empleada para conocer el
compor(:ami.ento de las subunidades durante la electroforesis en geles
de DSLi consistid en realizar barridos densitométricos de 1los mismos.
En este caso se leyeron lo geles por separado. Asi mismo, los geles
tefildos con benzidina, en especial los de 0.05% de DSLi, se
utilizaron como referencia para distinguir las zona donde se
encontraban los citocromos en el gel (Fig. 18). De cada ’ uno de los
geles se muestra la grafica obtenida y la referencia para
correlacionar los picos obtenidos con las bandas del gel {ver
Apéndice) .

Para asignar a las subunidades su peso molecular aparente
{(P.M.), se utilizaron como marcadores internos aquellas subunidades
que se separaran desde las concentraciones mas bajas de DSLi (0.005%
Yy 0.0075%) como fueron las subunidades I, II y VI; en los geles con
0.075% ¥y 0.1% se consideré que podian utilizarse las subunidades IV
y V como referencia. Con base en ellas se calcularon los pesos
moleculares de los picos con mayor absorbancia, corrigiendo aguellas
zonas de la grafica que se consideraron como parte del fondo de
tinci6n. Dichos cédlculos se llevaron a cabo con el programa GelScan
XL (ver materiales y métodos). Ademds se realizé la comparaciébn de
los geles con 0.005% y 0.0075% de DSLi con el de mayor concentracién
utilizada (0.1% de DSLi) como referencia, para identificar la posible
ubicacién de las bandas de las subunidades a cada concentracién
utilizada del detergente (ver Fig. 19).

En 1la tabla II se muestra la conmparacién de los pic'os
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FIGURA 18: Barridos Densitométricos de deles de DsLi:

Comparacién realizada entre los geles con 0.005%, 0.0075% y
0.1% de DSLi para observar la separacién de algunas de las
subunidades y la formacién de subcomplejos bajo la accién del
detergente. Las subunidades fueron identificadas con base a las
segundas dimensiones correspondientes, inmunorréplicas tipo Western
esos moleculares aproximados obtenidos de los Dbarridos
densitométricos. En el barrido densitométrico realizado para el gel
con O0.1% de DSLi en el amortiguador negativo se destaca la
situacién de las subunidades ya disociadas.
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FIGURA 19a: Barridos Densitométricos con Actividad Peroxidédsica:

Barrido densitométrico del gel con 0.05% de DSLi tefiido con
3%,3,'51,5'-tetrametilbenzidina (ver Fig. 16} para destacar 1la
regién en gue se encuentran los citocromos tante b como c,.

FIGURA 19b: Comparacién con el barrido densitométrico realizado
para el gel de 0.1% de DSLi en el amortiguador catédico, la zona de
los citocromos se destaca con flechas.

linea continua: actividad peroxidédsica.
linea discontinua: tincién del gel con 0.1% de DSL1 en el

amortiguador catédico con azul de
Coomassie.






TABLA II: Identificacién de los picos observados en los barridos
densitométricos de los geles de primera dimensién con

DsLi.
% DSLi No.. de picas Rel. &rea Equivale a
identifica- (2a D) comentario
bles
0.005 3 2 - 10.9 2-b core” + IV,
31-77.2 3 - core® v + subun.
4 - 9.2 4 - VI pequedias.
0.0075 6 1.-12.2 1-b Core + 1V,
2 - 5.6 2-b V + subu.
5.~ 23.3 5 = core + ? pequeias
6 - 29.3 6 - IV + V?
7 - 4.8 T =V +7?
8= 6.7 8- vr
0.01 5 3 - 5.0 3 - "b" 11 hombro
6 - 32,7 6 - 1,II,III | pequedo.
B.~ 14.2 8 - 1v Pico 13:
9 -"7,8 9 -V subunidades
12-°=:.9.3: 12 - vI pequefias.
13'=:.2.4 13 -2
0,05 4 2= 4.1 c2.= b? Reatos de b
37-:28.2: 3-1y1II antes de
w5 13.2: 78IV core.
6.=10:9. 6 =V pleco 9 en
8 £ 8. = vI adelante son
9, 9.<'7 las subun.
; 10 -7 pequefas.
; 11 .= 2
12 = 2
0.075 "5 .6 = core core: hombro
9 -b y pico.
10 -VyvV bt aun
13 - vt disparso.
15 = subun, WwWyvVv
pogquefias | cercanasa.
0.1 7 3 - 46.0 3 - core Probablemen-
5~ 9.0 5 - I111/1v te, lam
6.~ 16,2 6 - subunidades
7 - 1.9 7 - VI X y XI estén
B - 2.8 8 - vIX en el udltimo
9~ 2.9 9 - VIII pico.
10 -« 2.5 10 - IX,X y
12

Core' = subunidades estructurales.




observados en cada gr&fica y de las bandas en cada caso, asi como la
posible identificaci6n de las subunidades con las bandas obtenidas
de  la segunda dimensién y un comentario de lo que puede estar
sucediendo con cada una de las subunidades. Ademids, a conti nuacién
de cada una de las grificas, se presenta el reporte elaborado por el
programa GelScan XL con el c&lculo del peso molecular, los posibles
subcomplejos formados, el porcentaje de A4rea relativa de cada pico,
su altura y drea en mm y la distancia migrada de cada una de las
subunidades, de acuerdo con el punto inicial fijado en el aparato
(Tablas de los barridos densitométricos en el Apéndice).

El cdlculo de las estequiometrias de las subunidades y los
posibles subcomplejos formados se muestra en la tabla IXI, sefialando
el nGmerc de pico y el valor obtenido. Para las subunidades
estructurales se dividié entre dos el valor resultante en los casos

en los gue se utilizé el promedio de ellas,
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TABLA XIX:ESTEQUIOMETRIAS APARENTES DE LOS PICOS OBTENIDOS EN LOS
BARRIDOB DENSITONETRICOS

No. PICO

-
-~
-
o]

omawm M
<
H

No. PICO

I/I1
€
FesS

CONAG D WN N
<
B

“Na. 'PICO
1 I/11
2

4 VI
5

ESTEQUIOMETRIA
0.11
1.56
14.9/2 = 7.45
0.40

7.46
2.2

ESTEQUIOMETRIA

0.35

0.32 !
0.55/2= 0.27"

12.14
7.44
5.57
1.33

15.94
6.02

ESTEQUIOMETRIA
11.50/2=5.74
3.3
9.76
7.12
2.3

No.

[ i
cCVBNOMAWNK
-

PICO

H
=

Fes

ESTEQUIOMETRIA

1.08
0.48
0.98
0.52
4.03
6,14
3.57°
5.10
2.57
2.48

T 9;05% DSId = .
No.: PICO .- ESTEQUIOMETRIA

0
2 I/1T
3¢

4" Fes

LN

POV S

vI

NGOt

PICO

1/11

<4
FeS
vI

1,09 :
11,0/2=5,5
.52 -
3.99

1.96
6.11-
4.88

2.66

1.53

ESTEQUIOMETRIA
1.34
©0.453 Fes
9.8/2

=4.9

0.35

3.17
6.76
5.34
2.57
2.62
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DISCUSION

iones

bDisocliacién del complejc III en geles con di

de dodecil sulfato de litio

Una de las caracteristicas importantes del detergente dodecil
sulfato de litio (DSLi), de acuerdo con lo observado por Kubo y
Takagi (1985), es que durante la electroforesis el i6én Litio (Li®)
se separa del detergente, quedando s&6lo el complejo formado por el
dodecil sulfato y la protefna. La accién del 1litio gobre el
detergente es impedir su precipitacién en frio disminuyendo la
temperatura micelar critica del mismo, por lo gque la formaci6én de
éstas ocurre a una temperatura de 4 °C y no a mis de 15°C como en el
caso del DSS, asi mismo, este contraién impide que el detergente
precipite a bajas temperaturas.

Al contrario del DSS que al parecer propicia una forma
desenrrollada de las proteina, parecida a un bastdén (Reynolds y
Tanford, 1970) el DSLi al encontrarse en frio parece mantener menos
desnaturalizada a la proteina, permitiendo uniones entre ligandos,
{Delepelaire y Chua, 1979; Broglie y col, 1980). A bajas
temperaturas las uniones de tipo iénico entre las subunidades se
mantienen y s6lo se rompen al aumentar la concentracién del
detergente.

El utilizar una concentracién de 10% de acrilamida en los geles
de primera dimensién permite que los subcomplejos con dos o m&s
subunidades asociadas penetren mejor en el gel, separindolas por su
P.M. pero permitiendo la migracién de aguellas que no formen un
subconmplejo. Los geles originales descritos para el bc, (Shigger 'y
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col, 1986) utilizan 16% de acrilamida, lo cual no - permitiria la
resolucién de los subcomplejos formados durante 1a,r' elactrétoresis a
‘4°c.' Pér otra parte, los geles de poliacrilamlaa uﬁlliéados no
preéentan grandes variaciones de temperatura,  ya qué los geles -eran
lo suficientemente delgados como para que el calor’ generado” por la
corriente de la fuente se disipara eficazmanta;,)\demAS, al.. sistema
de tipo discontinuo utilizado proporcion6 una mejor resolucién de las
subunidades.

Kubo y Takagi (1986) han sefialado que la utjilizacién de DSLi
a 4°C, aporta una separacién igual que el DSS a 25°C que coincide con
nuestros resultados para los geles realizados a la méxima
concentracién utilizada (0.1%) pues el patrén obtenido fue semejante
al obtenido con los geles con DSS a temperatura ambiente (ver Fig.
7).

para la realizacién de las segundas dimensiones sf se utilizé
DSS ya que lo que se requeria era la disociacién completa de las
subunidades y su separacién de acuerdo con su peso molecular
aparente. La tincién con plata dié la oportunidad de observar el
destino de las subunidades de bajo P.M. y se considers que para la
segunda dimensién del gel con 0.0075% de DSLi era oportunc llevar a
cabo é&sta tincién ya que es la m&s representativa de la disociacién
inicial de las subunidades hidrofiljcas.

E1 empleo de segundas dimensiones e inmunorréplicas tipo
Western asi como los barridos densitométricos fueron de gran ayuda
para corroborar los datos observados durante la primera dimensién con
DSLi.

Al utilizar 3,30, 51,5'~-tetrametilbenzidina (colorante
especifico para grupos hemo) se observé que las bajas temperaturas
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mantienen los ligandos de las proteinas pues las bandas que se tifien
cci‘r‘espoﬂndeni én posicién al citocromo b y al c; prlncipalmenﬁe, esto.
se c'ompfueba con las sequndas dimensiones y las inmunoréplicas tipo
western. Esto nos sirvi6 de referencia en el resto de los = barridos
densitométricos (ver Apéndice). En el gel que contenia 0.05% de DSLi
en el amortiguador negativo no se tif6 una banda extra, lo que
indicé 1la presencia de ambos citocromos en un mismo sitio (ver Figs.
16 y Apéndice de barridos densitométricos).

La separacién de las subunidades puede verse muy bien en 1los
geles de segunda dimensién correspondientes. Con 0.01% de DSLi (ver
Fig. 17 c¢) es posible lograr la separacidn de casi todas las
subunidades, observando la diagonal incipiente que lo denota. Al
aumentar la concentracién hasta el ma&ximo utilizado, esto es, 0.075%
y 0.1% de DSLi (ver Figs. 17, e y f), la disociacién de las
subunidades es total, en este caso, las Gltimas en separarse son las
que poseen grupcs oxidorreductores: citocromos b, ¢, y la protefna
fierro-azufre, pero atn aqui su migracién no se ajusta a la diagonal
formada por el resto de las subunidades, indicando que la acclén del
detergente no es suficiente para separar completamente a estas tres
subunidades.

Los datos de los picos analizados en los Dbarridos
densitométricos fueron interpolados mediante los valores de migracién
a la recta obtenida con los valcres de los marcadores internos
utilizados (las propias subunidades I, II, IV, Vy VI}. Por ello los
valores obtenidos son mds confiables y aportan informacién adicional
sobre el comportamiento de las subunidades bajo la accién del DSLi,
en especial, cuando forman subcomplejos.

El hecho de que los pesos moleculares no correspondan
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exactamente puede indicar que la subunidad o subunidades no se hayan
discciado completamente del complejo o que la cantidad de azul' de
Coomassie que se une a cada subunidad es menor, influyendo en la
cuantificacién; también es posible que las subunidades se encuentren
en cantidades subestequiométricas en relacién a los otros componentes
del complejo, sin embargo los datos calculados de estequiometria
indican lo contrario (ver tabla IX), confirmando las asociaciones
entre las diferentes subunidades.

En los geles de poliacrilamida con DSLi realizados con la
técnica de EGPA-DSLi a 4°C, se distingue la separacién inicial de 1las
subunidades mis accesibles a la accién del detergente, es decir
aquéllas que se encuentran en las porciones hidrofilicas de la
membrana interna mitocondrial, lo cual ocurre a concentraciones bajas
del DSLi (0.005% y 0.0075%). Las subunidades que se separan en estos
casos son la I, la II, la VI y la XI. Las primeras tres poseen un
caricter totalmente hidrofilico, de hecho, 1las subunidades
estructurales I y II de Neurospora crassa forman un subcomplejo
hidrofilico al separarlas con el detergente Tritén X-100 (Weiss y
col, 1986). 5in embargo cabe mencionar que la subunidad XI posee una
zona de su ‘estructura con residuos de aminodcidos hidrofébices. Yu
y col (1991) purificaron y cristalizaron al complejo III de bovino
carente de la subunidad XI y la consideran como un contaminante de
la preparacién del complejo, aunque también podria ser que su
situacién en el be, (ver el modelo de la topologia del be,, Fig. 7)
permitiera una mayor accesibilidad del detergente y por tener un
tamafio tan pequefio, sea muy facil perderla durante la purificacién
del complejo.

A mayor cantidad del detergente, (0.01% y 0.05%) es posible
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'IGURA 20a: Diagrama de la dismociacién del complejo bc, que sxplica
loa resultados obtenidos en el presente trabajo suponiendo que el
citocromo b se agrega por falta de detergente debido a su caracter
hidrofébico (ver perfiles de hidropatfa, fig. 9).



FIGURA 20b: Diagrama de la disociacién del complejo bc, que explica
los resultados obtenidos en el presente trabaje suponiendo que el
citocromo b no se separa del resto de las subunidades con las que
se encuentra unido en la membrana interna mitocondrial.



separar subunidades que se encuentran interactuando directamente con
el citocromo b, como son las subunidades VII, IX y X {ver el modelo
topolégico del complejo, Fig. 7). Los polipéptidos anteriores poseen
una regién con residuos de aminoacidos hidrofébicos, sin embarge a
estas concentraciones del detergente es posible solubilizarlos y
hacerlos migrar separadamente.

A concentraciones menores de 0.05% de DSLi no es posible
solubilizar al citocromo b que es la subunidad m&s hidroftbica del
complejo, con 8 - 9 cruces transmembranales (di Rago y Colson, 1988;
Howell y Gilbert, 1988; Howell, 1989). En estas condiciones, el
citocromo b no entra en el gel separador. Sin embargo, al aumentar
la concentracién de DSLi en el amortiguador catédico, el detergente
que incorpora la proteina es mayor y es entonces cuando comienza a
solubilizarse eficazmente y a migrar en E;l gel de separacién, hasta
recuperar su posiciétn habitual en los geles de segunda dimensiétn a
altas concentraciones de DSLi de acuerdo con su peso molecular,
semejante a 1o que se observa en un gel de DSS a temperatura amblente
(ver Fig. 7) (Shdgger y col, 1986).

En la figura- 20a se muestra el modelo de lo que ocurre; el
citocrome b aparece separado del resto de las subunidades que 1lo
rodean por su baja solubilidad en presencia de 0.005% y 0.0075% de
DSLi en el amortiguador negativo. Sin embargo, al aumentar 1la
concentracién del detergente y al mismo tiempo, la solubilidad del
citocromo b, es posible que durante la electroforesis la unién entre
las tres subunidades con grupos redox permanezca. El resto de las
subunidades que rodean al citocromo b quedan solubilizadas con 0.01%
y 0.05% de DSLi y migran hacia su P.M. aparente.

otra posibilidad es que este citocromo quede unido al resto de
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las subu'nbidad‘e's‘ que no se Vd‘isvoéirayiﬁ a ‘Q.'od;t y 0.0075% del detergente.

'Estc se muesf.ra en la figu_r:a' zdp. Al fo;ﬁn‘:ax"' ‘l,m vs‘ubcoinplejo de‘may‘or
peso ﬁolecular al de 155 subunidade;' Qstiuct:urales, esta migra antes
que e;las, quedando al-inicio del 'gel ‘de primera dimensién. S6lo al
liegar a 0.01% de DSLi estas subunidades son solubilizadas, dejan
libre al citocrome b pemitiendo' conservar la unién entre las
subunidades con grupos redox.

Sin embargo, en los geles de segunda dimensién realizados, el
citocromo b a bajas concentraciones de DSLi se observa libre de otras
subunidades (excepto quizd por un fragmento de la proteina fierro-’
azufre) y al principio del gel, lo cual puede descartar al segundo
modelo.

Por otro lado, el citocromo ¢, ¥ la proteina fierro-azufre soélo
se separan en geles con 0.1% de DSLLi (ver Figs. 17f y el apéndice de
barridos densitométricos). Para el caso de 0.0075% de DSLi en el
amortiguador negativo del gel (Fig. 17b), se aprecian dos picos de
altura proporcional en la regién de las subunidades estructurales,
lo cual puede ser Iindicio de una unién entre 1la proteina
fierro-azufre y el citocromo c, dando un peso molecular cercano al
de la subunidad II formando una séla banda. Lo anterior concuerda con
los estudios de marcaje topolégico (Gonzalez-Halphen, 1988) y con los
perfiles de hidropatia, asi como con estudios de reconstitucién de
actividad con ambas subunidades aisladas capaces de transportar
electrones desde el ubiquinol a el citocromo c soluble, en una via
insensible a antimicina (Shimomura y col., 1985). Asf{ mismo, al unir
la proteina fierro-azufre a una columna de A-Sefarosa y poner una
muestra de citocromo ¢, puro que corriera en ella, se obtenia la
unién de mis del 90% de éstas subunidades (Shimomura y col, 1985).
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En las ’t.res técnicas deﬁ']aepa»racién de ' las  subunidades del
qpmpléjo 11X, Vanra]::l‘zad;‘é‘ ‘e;i' 1a:_ int;odl;xccibn; se pudo observar la
répida separacién dé la,broteiné ifierro-azufre del complejo, lo que
dé.‘fiﬁe”un s’ﬂ:lb altamente “accesible a la accién de los agentes
d’:’i‘.sociantés. En conﬁrasta, al correr los geles de poliacrilamida-DSLi
19 préteina fierro-azufre se encuentra asociada a las subunidades que
- conforman el sitio "funcional" del complejo, esto es, las subunidades
con grupos redox, lo cual es de gran importancia, pues el detergente
mantiene las interacciones entre &stas subunidades. Otra posibilidad
es que todavia quedaran 1lipidos que facilitaran la permanencia de la
proteina fierro- azufre en el complejo, como se indica mas arriba
{Shimomura y col, 1986). Sin embargo, esta Oltima posibilidad es poco
probabla, ya que se espera la formacién de una micela mixta,
fosfolipidos-deter- gente, que migre con el frente del gel.

Al utilizar clorhidrato de guanidina 3M o sales bilfares y
sulfato de amonic (sin proteger al complejo), el citocromo ¢, es
facilmente disociado del bc, (Rieske, 1979), lo anterior no ocurre
en la técnica reportada por Shimomura 'y col (1986), donde ésta
subunidad permanece unida al complejo resistiendo la accién del
clorhldrato de guanidina, colato de sodio y cambios pequefios de
fuerza i6nica. S6lamente concentraciones elevadas de detergente no
i6nico solubilizan a este citocromo y lo separan de la columna de
fenil sefarosa. La técnica de columna de hidroxiapatita descrita por
Shdgger y col (1986) muestra también que el citocromo ¢y se separa
con facilidad del resto del complejo.

Lo anterior estd de acuerdo con 1la observaci6én hecha en el
presente trabajo, de la dependencia a bajas concentraciones de
detergente para solubilizar ambas subunidades y confirma las
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obsarvacionas de su naturaleza anfifllica realizadas puz Weiss yicol

{1986) , Gunzalez-ﬁalphen y col’'(1988): :
cercania’de la subunidad VIII con - el uéde infex;irse
mediante el - uso de técnicas de 'se‘paracién‘ p;i‘ g columna de
hidroxiapatita: y de -fenil-sefarosa, ya que en. ambas se torma un
subcomplejo de estas subunidades. e

Una de las caracteristicas que llama la atencién en los geles
realizados con DSLi es que el citocromo c, Se embarra desde 1la zona
de las proteinas estructurales a la de la posicién  correspondiente
a su peso molecular, esto ocurre desde 0.005% a 0.01% de DSLi en el
amortiguador catédico, indicando la formaciédn de un subcomplejo, con
las subunidades con grupos redox. La ausencia de f-mercaptoetanol en
la soluci6én digestora también puede ser la causa de éste fenémeno,
ya que la subunidad IV tiene un comportamiento diferente al utilizar
&ste agente; en un gel de poliacrilamida-DSS sin B-mercaptoetanol,
se observa la formacién de una banda difusa correspondiente a esta
subunidad (GonzAlez- Halphen y col 1988).

Cabe sefialar la importancia de la conservacitn de 1la unién
entre proteinas con grupos oxidorreductores en los geles de DSLi,
ya que confirma la cercania con que se encuentran jin vivo. Esto es
importante y puede compararse con lo observadec por Rieske (1979)
donde al congelar al complejo éste queda protegido de la accién de
agentes disociantes, 1o cual tamblén sugiere un canmbio an la
estructura cuaternaria del be,. En el caso de los geles con DSL{,
s6lo hasta que la concentracién es mayor a 0.01% ocurre una
disociacién entre las subunidades con grupos oxidorreductores.

Aunado a las observaciones en los geles de segunda dimensién
y de inmunorréplicas, los datos de estequiometrias obtenidos mediante
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los’ bairldyos ‘densiyt:omét‘xy:icos, 'compruaban la formacién de un
subccmpiajo em:ré la:proteina fierro-azufre y el citocromo c,.
Hasta sla"ccnce'm:raciékn de 0.1% de DSLi se puede encontrar el
piéo éorrespondiente a la subunidad VIII por el peso molecular
cercano. -9,23 kDa.--(ver Apéndice de Barridos Densitométricos). La
estequiometria encontrada es de 2.8, lo gue puede indicar que otras
sﬁbunidédes estan aéociadas a ella o que el azul de Coomassie se une
anémalamente. También es notoria la ausencia de las subunidades

P A, a bajas traciones del detergente, lo cual indica que

se encuentran unidas a otros polipéptidos. Por ello en la gréfica de
barridos densitométricos se observa una linea casi recta en ésa zona,
ademids de que la estequiometria de las subunidades grandes es mayor
a 1.por lo gque se concluye, también en éste caso, que las subunidades
del bc, presentan una migracién anémala, formando subcomplejos. La
subunidad VI constituye una de las primeras en separarse del complejo
bajo la accién del detergente DSLi, sin embargo para las otras
técnicas, esto no ocurre. En el caso de la columna de hidroxiapatita
la separacién es tardla y s6lo se consigue cuando se utiliza 0.01M
de fosfato de potasio, que se intercambia por el subcomplejo que
forma con el citocromc b y la subunidad IX, esto nos puede dar idea
de su cercania con este citocromo, ya que es necesaria una separacién
posterior de este subcomplejo. En cambio, en la técnica de Rieske
(1979) no se sefiala su posicién, sin embargo se puede especular gue
se encuentra formando un subcomplejo con las subunidades
estructurales.

La malla de acrilamida utilizada (10% de acrilamida) permite
discriminar a los subcomplejos formados por su tamafo, en el caso de
las técnicas de separaci6én analizadas en los antecedentes, 1las



El _modela topolﬁgico ql{a “ &b

(Gonzalez-Halphen, 1988, '1990) zado ' para - atizar - la

separacitn de las subunidades del comple'ja 'IVII i;;or 'accién‘del DSLi
permite establecer una secuencia en la disociacién de las subunidades
que se inicia con las ubjicadas en la periferia del. complejo (aguéllas
con cardcter netamente hidrofilico) y gue no se encuentran
directamente en contacto con la membrana interna mitocondrial. Al
aumentar la cantidad de DSLi empleada en el amortiguader catédico,
se solubilizan las subunidades con dominios hidrofébicos, pero se
sigue manteniendo la unién entre aquellas subunidades que poseen
grupos oxldorreductores (ver modelos de separacién en las Figs. 20
ayb).

Uno de los aspectos que no se abordé en esta tesis fue el de
conocer si aGn después de disociador el complejo, a las
concentraciones en las que se observé que se conservaba la unién de
las tres subunidades con grupos oxidorreductores era posible obtener
un subcomplejo activo, extrayéndolo del gel por electroelusién y
observar si transportaba electrones haciendo un ensayo de actividad
redox, por ejemplo, al incorporarle en liposomas y agregarle
hidroquinol y citocromo ¢ soluble. Esto seria de gran utilidad ya que
confirmaria gque s6lo con estas tres subunidades se puede tener un
complejo activo y que el resto de ellas son estructurales meramente,
sin embargo, como se menciond en la introduccién, (ver descripecién
de las subunidades) algunas de ellas tienen un papel en la biogénesis
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del complejo o en la - insercién ‘del milsmow‘en' la: mem?répa‘yintérn@ =

mitocondrial, ‘algunas ~de ellas con 1a fuﬁciéh:d 3 ~ahciﬁ;la Jenila’l

membrana ‘o de "sefial™ = para di’riéir Ea:l" resto

ensamble. Cabe hacer notar que- esto no es estryic‘t'almentenciez."tlo' para

tédas las'  subunidades, ya: que 'algunas de ‘ellas intervienen’en el

transporte 'de electrones, ya sea logrando un ca‘mbio,éohfomHCional
“en ei’ cumﬁlejo para que se roalice la intaraccibn éél cltocrcmc; <,
con el citocromo c soluble, como es el caso de las subunidades VIII
yV X, pPréximas al c, (Kim y King, 1983), o como la subunidad VII, a
lra‘ cual se propone que se une la molécula de ubiquinol (Yu y col,
1§90) o la de Saccharomyces cerevisiae que se ha visto que se
relaciona con el acoplamiento del dimero de la enzima {(Trumpower,
1990). Las subunidades estructurales I y II también poseen una
funcién pues son necesarjas para reconstituir la actividad del
complejo en el hongo Neurospora grassa (Linke y Weiss, 1986).

La permanencia de la unién entre las subunidades con grupos
redox a bajas temperaturas puede ser indicio de la conservacién de
&ste segmento, como se puede ver en el caso de organismos como
bacterias, en donde el complejo bc, estd constitufdo Gnicamente por
las tres subunidades cataliticamente funcionales con grupos redox,
como el en caso de Paracoccus denitrificans (Yang y Trumpower, 1986)
(ver figura 7a y b). Al realizar anilisis evolutivos se pueden hacer
comparaciones con organismos entre el anteriomente sefalado y otros
con mayor namero de subunidades o con otros que poseanh menos de las
once subunidades reportadas para bovino.

Otra de las posibilidades de estudio seria el conocer las
caracteristicas del complejo en miopatias mitocondriales (Kennaway,
1988), a partir de biopsias y en condiciones seminativas, para saber
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ai. se '‘mantienen unidas " las’-tres subunidades con grupos. -redox,
‘pudiAendbr' ser tuncionales_ Y s‘yabe‘rl"si el problema es por  falta de
aquéllas subunidades que. intervienen durante la bilogénesis del

- colﬁplejo .

En conclusiﬁn;' 1a-- técnica’-de* geles -de poliacrilamida-DSLi

puéden ser “de grén ﬁéiiida ya que:mantiene al complejo III en
condiciones seminativas y’ pérmfi:g conservar algunas interacciones
subunidad-subunidad y proteiﬁa-gfupo prostético redox. La accién del
DSLi sobre el complejo be,, a bajas temperaturas, permite gue
mantenga una estructura seminativa. A bajas concentraciones de é&ste
detergente en el amortiguador negativo, se puede conseguir una forma
Y"semi-nativa"” cosa que no ocurriria a temperatura ambiente al
utilizar DSS) que mantiene las uniones entre las

subunidades del be, asi, es posible que al aumentar las
concentraciones del DSLi, se puedan separar las subunidades
hidrofilicas, externas al complejo hasta llegar al corazén del bg,

(el citrocromo b) conservando hasta las concentraciones mas altas de

DSLi las uniones entre subunidades con grupos redox.
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A PENDICE 1

BARRIDOS

DENSITOMETRICOS



En este apéndice se presentan los barridos densitométricos de
los geles de primera dimensi6n realizados (0.005% a 0.1% de DSLi en
el amortiguador catédico). En la grdfica, el eje de las ordenadas
contiene los datos de densidad 6ptica y el de las absisas 1la
migracién de cada banda en mm.

Las tablas que los acompafian contienen los datos de:
distancia migrada por cada banda apartir del punto fijado por el
aparato; altura y drea del pico {(mm); por ciento de drea relativa;
Yy peso molecular (P. M.) en daltones obtenidos por el programa
GelScan XL para cada uno de los geles de primera dimensién con
DSLi. Estos ultimos fueron calculados de acuerdo con los marcadores
establecidos en cada caso, los cudles aparecen en la primera
columna, en la mayoria de ellos se utilizaron las subunidades I y
II (o su promedio) y la subunidad VI, en algunos casos (los geles
con mayor concentracién de detergente, se incluyeron 1las
subunidades IV y V).

En cada uno de los barridos densitométricos se indica la
concentracién utilizada en el amortiguador catédico.
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A PENDICE 1II

EFELECTROFORESIS



ELECTROFORESIS

La . palabra electroforesis se utiliza para designar a la
migracién de una particula cargada bajo la influencia de un campo
eléctrico, a través de un medio, ya sea liquido o s6lido. Si la
velocidad de migracién es constante, la carga efectiva en la
parélcula y el gradiente del potencial eléctrico formado por los
electrodos serin los que dirigirdn a la misma. Este fenbmeno queda
balanceado por la fricclén de resistencia del medio (Andrews, 1986;
Cooper, 1977; Dunbar, 1988).

El pH influye en la movilidad de las proteinas ya gue llevan
una carga neta a cualquier pH, excepto en su punto isoeléctrico, que
estd determinado por la cantidad de aminodcidos &cidos (aspédrticos
y glutdmicos) y basicos (lisina, histidina y arginina). Su grado de
migracién en un campo eléctrico depender& de la relacidn “densidad
de carga-masa", al aumentar la carga, la molécula migrard mas ripido
(Dunbar, 1988).

TeSricamente, en una mezcla de proteinas, éstas se separarin
en una zona definida, por accién del campo eléctrico aplicado, pero
al estar en solucién, la separacién es minima debido al fenémeno de
difusi6n (Andrews, 1986) . Ademds el calor y las corrientes de
conveccién ocasionarian la desnaturalizacién de las proteinas, Sin
embargo, estos inconvenientes se anulan con un medio de soporte en
el cual se pueden fijar las proteinas para su andlisis, como hojas
de papel, acetato de celulosa, etc. Los geles de silica, agarosa y
poliacrilamida también previenen la conveccién, minimizan la difusién
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1977.
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PIGURA AE3: TEMED (N,N, N'N'- tetrametilatilendiamina) empleado para
1a sintesis de acrilamida :




Y pueden participar activamente en la separacioén interactuando con
las partfculas migrantes (Andrews, 1986).

i Los geles pueden considerarse como medios porosos, donde el
tamafio de poro y de la proteina llegan a igualarse, seleccionando a
esta Gltima tanto por su tamafio como por su carga. Estos geles pueden
distinguir entre dos proteinas de diferente tamafio pero de igual
carga, lo que no ocurre en la difusién libre.

La movilidad de particulas en un medio sélido puede complicarse
por el efecto de la electro-endosmosis (EEO}. Por ejemplo en el
papel, donde se presentan grupos carboxilos, o en agarosa, donde hay
grupos dcidos (sulfénicos); éstos grupos pueden ionizarse en
amortiguadores neutros y ser atralidos al 4nodo, causando una

migracién anémala de las proteinas.

Los geles de poliacrilamida poseen varias ventajas sobre los
demds:

~ E1 medio de soporte rompe las corrientes de conveccién y
difusién manteniendo las protefnas en zonas definidas.

- Es un medio quimicamente inerte durante el proceso de
separacidn.

~ Sus propiedades son uniformes, ya que al ser elaborado por
monémeros sintéticos la malla formada es reproducible.

- Es estable en un intervalo amplio de pH, temperatura, fuerza
idénica, etc. Ademds, es transparente,

~ El tamafio de poro puede ser cercano al de las moléculas
proteinicas, por 1o que se puede obtener un amplio espectro de poros

cambiando las concentraciones de acrilamida.
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FORMACION Y ESTRUCTURA DEL GEL

La formacién del gel resulta de la polimerizacién vinilica de
los monémeros de:
CH,=CH-CO-NH,
en cadenas de  poliacrilamida entrecruzadas por un monémero
bifuncional denominado: N,N'- metilen-bis-acrilamida (bis acrilamida

o simplemente bis):
CH,=CH~CO~NH~CH,~NH-CO-CH=CH, "
formando una red tridimensional (Fig. AEl).

La iniciacién de polimerizacién de monémeros se debe a la

formacién de radicales libres por el persulfato de amonio:

que dan lugar a la formacién de polimeros de acrilamida (Fig. AE2);
el proceso de po_limerizaclén es catalizado ademds por dos reactivos:
TEMED (Fig. AE3) y el persulfato de amonio. El primero se encarga de
propagar la reaccién de radicales libres que inicia el persulfato
para la polimerizacién. Se necesita que el TEMED esté en forma
basica, por lo que a pH's bajos se puede prevenir la polimerilzacién.
También el oxigeno inhibe la polimerizacién, aunque si las soluciones
se deaerean es posible evitar esto. Tanto la acrilamida como 1la
bis~acrilamida y el TEMED son neurotéxicos, por lo que deben
manejarse con cuidado.

La concentracién de acrilamida determina la longitud promedio

de 1la d y la racién de bis-acrilamida lo largo del
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entrecruzamiento ‘fo! ado Esto d £in léé prapﬁiedades‘ de’densidad,

elasticidad fuerza mecénica Yy tamafio d ‘poroen el’ gel. ST BY

teactivo bis—acrna ‘ntrecruzador de los que se

cnnocen ya:que fozm Para 1u relacién que - se hace de

) utilizn la siguienta nomenclatura:z

: ‘acrila’mid Y bis:ucrilémid

T: ' ConGentracién ‘del nonémero . de acrilamida

bis~acrilamida en g/100 ml (% P/V) . .
C: T en peso de T debido al agente entrecruzador (bis-

acrilamida).

Al aumentar la concentracién de T el tamafio efectivo da' porb‘
decrece. Si utllizamos 2.5% de acrilamida el gel es. fluldo 'y 'se
separan molé&éculas de peso molecular (P.M.) hasta de 1 millén dé
daltons. En cambio si se utiliza 30% o mds de acrilamida, se separan

pelipéptidos hasta de 2,000 daltons de P.M.

Andrews (1986) cita las siquientes reglas para la combinacién
de acrilamida y bis-acrilamida: :

— A una concentracién fija de bis-acrilamida el tamafio de poro
varia inversa y linealmente a la concentracién total de T. Por 1lo
tanto a cualquier valor de T y 5% de C el tamafio de poro es minimo.

- 8i T = 5%y C = 5% (bis-acrilamida), el tamaho de poro es de
20 nm. Si C = 30-50% (bis-acrilamida) el tamafio de poro es de S500-600
nm. Cuando aumenta la concentracién del entrecruzador y disminuye la
velocidad de la reaccién, la matriz se vuelve menos homogénea.

- El tamafio promedio de la cadena de poliacrilamida es de 0.5
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nm.

- A mayor tamaflo de poro, mis turbio se observa el gel.

- La temperatura 6ptima de polimerizacién es de 25-30°C,
tmperturas mayores de 50°C ocasionan cadenas mis cortas y matrices
poco -eldsticas. De 0-4°C, la cinética de polimerizacién es menor y
los geles no son homogéneos, son mis turbios y poco reproducibles.

- Para separar las proteinas de una mezcla es hecesario

ar ¢ tener 1ita el pH, debido a que puede alterar la carga

neta de las mismas asf{ como su actividad biclégica. Asi mismo, las
concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida, para que la
resolucién de una mezcla de proteinas sea buena y la fuerza i6nica,
el gradiente de potencial, el tiempo de corrida, etc.

A baja fuerza i6nica, dada por la concentracién de iones en el
amortiguador de corrida, 1la movilidad aumenta. La resistencia
eléctrica disminuye a voltaje constante pero la disipacién de calor
aumenta, lo cual puede causar desnaturalizacién o pérdida de
actividad enzimitica. Si se emplea un sistema de enfriamiento, se
corre el peligro de distorsionar las bandas por el gradiente de
temperatura. Tanto el voltaje o la corriente deben ser constantes,
al igual que la temperatura (Andres, 1986).

. Un gel vertical en placa tiene mayores ventajas sobre los geles
de tubo, ya que al poder hacerse varios pozos en el mismo gel, las
condiciones son las mismas en todas las muestras. Al ser geles
delgados, la tincién es mds facil, Pueden utilizarse voltajes altos
en la electroforesis, ya que el calor se disipa facilmente
disminuyendo el tiempo de corrida y aumentando la resolucién.

Las técnicas de electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE, siglas en inglés) también pueden llevarse a cabo en presencia
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de _détérqenttes ‘los cuales son necesarios: para la solubilizacién de
px;ﬁtgxhés "'ds “membx—ana y para romper uniones 1Ip1dn-lipido o
,‘ b%&feiha-pr‘otexna que involucran uniones hidrofSbicas. '
R EI sistema con detergente mis utilizado es al de
: béiiacrilamida-nss o EGPA-DSS (PAGE-SDS por sus siglas en inglés).
Este detergente se une a razén de 1.4 g/g de proteina 1o cual
egquivale a la mitad de residuos de aminodcidos en la cadena
polipeptidica. La migracién de las mismas se lleva a cabo por su
radio y/o peso molecular, ya gque la carga que le confiere a las
proteinas en una mezcla es la misma (negativa). El DSS separa a las
proteinas a temperatura ambiente, ya que a menos de 15°C se
precipita. Proporciona a los polipéptidos una forma parecida a un
bastén, lo cual quiere decir que los desnaturaliza, dejando
Gnicamente su estructura primaria. (Reynolds y Tanford, 1970). Si se
utiliza calor y exceso de DSS o tiol (B-mercaptoetanol o DTT -
ditiotreitol~, los cuiles eliminan los puentes o uniones disulfuro)
casi todos los polipéptidos incorporan DSS en relacién constante a
su peso para tener casi las misma densidad de carga (Andrews, 1986).
Para proteinas muy bdsicas, o proteinas membranales que se
precipitan con DSS, existen algunos detergentes que las solubilizan
bien. Las moléculas del detergente se unen en una relacién constante
de carga-masa confiriéndoles una forma hidrodindmica semejante, por
lo que se pueden conseguir resultados semejantes a los de DSS.
Ejemplos de estos detergentes son: el cloruro de N-cetilpiridine
(CPC) y el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB).
En algunos casos, un factor importante es mantener la actividad
enzimitica o 1la actividad inmunolégica de una protefna. Los
detergentes no iénicos como el Tween-80 o el Tritén X-100 rompén
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Ai- SISTEMA CM{NUO . ) Lo 3 ~Bl- §ISTDIA DISCONI‘INJO P g
oo = : N — is-Tricina,
pH 8.3

7 ]-.:|GEL DE MJESTRA:
. __11\-_“-:{:1. P67

"'GEL DIt SEPARACION ; e |
. : GEL DE' SEPARACION
Los -fones del amortiguador de Los iones del amorti
ador de
muestra, de electrones y del muestra, de electrodg: y del
gel, son los mismos. gel son diferentes.

PIGURA AE4: Diagrama que muestra los sistemas continuo (A} Y
discontinuo (B) de amortiguadores para realizar una electroforesis,
en ambos casos, se sefala el tipo de icnes que intervienen en el
proceso, para el sistema discontinuo la muestra se empaca
previamente en el gel de muestra y se resuelve en el gel de
separacién.



agregados proteinicos conservando su -actividad. Con ellcs,' 'se‘puedfm
separar proteinas de igual masa pero diferente ca}:ga, : é;p VambavxfgcrngA N
permiten determinar pesos moleculares (Andrews, 1986). ‘Tahhiéﬁ‘puede i
utilizarse urea 6-8 M (agente caotrépico) para 'garantizar a0
disociaci6én de muestras que se agreguen o  precipiten durante 1a
electroforesis.

Existen diferentes sistemas para correr los. geles.. de

poljacrilamida, el mas sencillo es el denominado continuo,  (Andre

1986; Dunbar, 1988) el cual utiliza 1los mismos -iones .en los
amortiguadores de corrida, a pH constante. La nuestra . se coloca
directamente en el gel de separacién el cual es de tamafio de poro
pequeflo, separando a los componentes de la mezcla (Fig. AE4 A').
El sistema discontinuo de amortiquadores (Anrews, 1986; Dunbar,
1988) emplea diferentes iones en los amortiguadores de corrida, o
bien pH y diferente composicién de los mismos. En este caso -se

utiliza un gel de muestra de tamaflo de poro mayor que el de

separaci6én. Al migrar la muestra ésta se va a rar

la resolucién de las mismas., En este tipo de geles, se utilizan dos
iones diferentes, uno de ellos (i6n lider) debe tener alta movilidad
electroforatica con la misma carga de la muestra. Para geles de
sistemas ani6nicos, el i6n mds utilizado es el cloruro. El otro i6n,
es el "seguidor"” el cual es un A&cido débil o un aminoicido de un pK
mayor, en una unidad de pH, al del gel de separacién con lo cual las
moléculas estardn cargadas, teniendo mayor movilidad que la muestra
(en este caso puede utilizarse glicina o tricina. (Fig. AE4 B'), La
finalidad de utilizar estos dos lones es que al aplicar el voltaje
se produzca una migracién diferencial, donde el i6n lider migrara
delante del i6n seguidor debido a un aumento en el gradiente de
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voltajeientre "los dos ionés, 1o cual formars el limite de Kohlraush

un’e‘ e 'muestra en la figura AES5. Las procainasnmigran entre los dos

iones ",o,ei frente (coloranté utiliz‘ado para.'ver la migracién de
proteinas) entre las zonas de mayor y menor voltaje. Al quedar un
:limit:a pequefio entre los dos iones, las proteinas se concentran en
..una banda delgada. Asi, llegan a un limite establecido por el gel de
muestra y el de separacién, en este filtimo cambia el tamafio de poro
y el pH. Al pasar a este gel, los iones seguidores incrementan su
grado de disociacién, pasan a las proteinas y migran debajo de los
iones seguidores. De aqui en adelante, comienza la separacién de las
proteinas pero ahora a un pH constante y voltaje uniforme, por su

tamafio, forma y diferencia de carga. (Ver Fig. AES).

La tincién de geles para revelar las proteinas separadas, puede
hacerse con azul de Coomassie, el cual forma puentes electrostdticos
con grupos amino y no covalentes con las regiones no polares de las
proteinas., Otro tipo de tinci6n es con plata, la cual tiene una
sensibilidad 100 veces mayor que la obtenida con el azul de
Coomassie. El1 mecanismo de reaccién no se conoce muy bien; al parecer
inicialmente los iones de la plata se unen a zonas proteinicas y
luego actGan como sitios de nucleacién para el depdsito de mayores
cantidades de este metal. Puede ser posible que el color sea reflejo
de el tamafio del grano de plata o de un grado de reduccién de los
mismos, m&s que de la composicién de la protefna. El glutaraldehido
es el fijador m&s usado para proteinas bisicas o péptidos pequefios
para la tincién con plata.

Una de las técnicas de detecci6én e identificacién de bandas
polipeptidicas utilizada se denomina barrido densitométrico, en el
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FIGURA AB5: Flujo de iones lider y seguidor durante la formacién de
un campo eléctrico al correr un gel de poliacrilamida con el

sistema discontinuoc de amortiguadores.

Se puede distinguir 1a

formacién de una banda con la mezcla de proteinas en el gel

concentrador para luego migrar y separar conforme a su
molecular,

peso

las diferentes proteinas en bandas conspicuas. Tamblién

se muestra la formaciétn de la banda de Kolrausch que es donde se

encuentra el colorante gue forma el frente de corrida.




cual los geles (teflidos o no) son leidos como bandas de diferente
absorbancia a una longitud de onda. En estos casos se obtiene una
gréfica con picos y valles que indican la mayor o menor absorbancia
de cada banda. Para realizar los célculos se toma.el &rea bajo la
curva de cada pico, esto es, la altura del pico por el ancho de la
mitad de la altura. También puede medirse 1la altura del. pico, ‘que
depende de la cantidad de material presente y de la dls}:ancia migrada .’
en el gel, g : :
La EGPA-DAS se wutiliza también = para ver heteryoge_ne‘idéd“
molecular en: : : : : :
- variantes genéticas de proteinas y glico‘pro‘t'a:inus’,'
- iscenzimas, SR g
- is6meros conformacionales, ;
- para demostrar pureza en condiciones desnﬁturalizantes»
en los siquientes casos:
a.- agregacién o disoclacién de monémeros,
dimeros, etc.
b.- que aparezca mis de un estado conformacional
de 1a proteina.
c.~ puentes disulfuro que no se rompieron u oxidacién

parcial de grupos sulfhidrilo.

Geles de Segunda Dimensidn:

Se les conoce también como "huellas digitales", Sinclair y
Rickwood (1983) sefialan : "El arte de correr geles de segunda
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vqeles bidimensionales pueden utillzarse en e} -estudio de

aétruccﬁra v ‘modif cacibn 'de protexnas, scidos nucléicos,
polisacaridos, etc, También para caracterizar tejidos, fluldos
biolégicos, extractos de tejidos y 6rganos, etc. En estudlios de
taxonomia o forenses, ésta té&cnica puede identificar varaciones
genéticas relacionadas con etapas de diferenciaciétn celular vy
estudios de crecimiento, para examinar estados patol6gicos o
diagnosticar enfermedades. Finalmente, pueden llegar a la
identificacién de entre 50 y 60 componentes diferentes, ser de alta
o baja resolucién y realizarse en condiciones desnaturalizantes o
no desnaturalizantes (Andrews, 1986; Sinclair y Rickwood, 1983)

Como consideraciones generales, es necesario utilizar dos
formas de discriminacién en cada una de las dimensiones (por ejemplo,
separar por diferencias de tamafio y carga, a mayores concentraciones
de T en EGPA~DSS, mayores diferencias en los de pesos moleculares}).
S5i se utiliza el mismo principio de separacién en los dos geles,
entonces se obtendrid un arreglo diagonal de puntos semejantes al
patrén obtenido en la primera dimensién. La resoluclién obtenida en
la primera dimensién serd determinante en la calidad obtenida en la
segunda técnica. En general, se suele efectuar la técnica de enfoque
isceléctrico en la primera dimensién y de poliacrilamida-DSS en la
segunda.

Los geles de primera dimensién pueden sumergirse si se
considera necesario, en el amortiguador de muestra del gel de la
segunda dimensién para que no causen un aumento en la conductividad.
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si . se utilizan geles “en placa, ’entonées el gel de la primera
dimensién debe sellarse.con agarbsé al 1% para que las proteinas no
difundan. Es importante que el gel de la primera dimensién esté
dereche y que no queden burbujas de aire entre ambos geles. Se deben
poner pozos de muestra {uno o dos) en las orillas del gel de sequnda
dimensidn los cuales serdn Gtiles par‘a calibrar el gel con marcadores
de pesc molecular o con la misma muestra de primera dimensién, las
cuales deben llevar un colorante, para que sirva de frente al gel,

marcando el fin de la corrida.

Una vez terminada la electroforesis, los geles pueden tefiirse

con. los niismosmétodos utilizados en la primera dimensién.

Inmunotransferencia:

Se utiliza para transferir zonas de proteina de geles a hojas
de derivados de papel de nitrocelulosa o a una matriz membranal a la
que se unen e inmovilizan. Es m&s f4cil manicbrar con una lamina
delgada, ya que el acceso a las macromoléculas es mejor cuando ho
existe un gradiente de iones, se utiliza poca cantidad de muestra,
el tiempo de tincién es menor y puede guardarse durante mis tiempo
que un gel ya que las proteinas no difunden (Anrews, 1986; Dunbar,
1988).

Entre las matrices de inmovilizacién la mas utilizada es la de
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.0.22pm, ete.;

l\ioléculas con poca

nitrocelulosa. Se ‘cree . que es por medio de

hid fébicas de las protelnas y la nitocelulosa como

nien, puea si se agrega un detergente no i6nico como

es ‘el Tritén x-1oo, las proteinas pueden eluirse de la matriz.

-7EXisten otras resinas como el diazobenzilxilometil o DBM, donde

ién:'a la’ matriz se realiza primariamente por interacci6n

1a

'epﬁros@:atica, entre proteinas negativas y los grupos diazonio
pnéitivos, seguida una reaccién lenta por derivados azo, lo cual
lleva a gue se formen uniones covalentes entre la proteina y la

: matriz, y gueden inmobllizadas de forma deflnlt‘-;-iva. Ambas se utilizan
para transferencia electroforética. Otras resinas como el diaminoetil
(DEAE) o el acetatc de celulosa se pueden utilizar aungue los
patrones de bandas recuperadas no son estables.

Se han creado varios tipos de transferencia de proteinas a
matrices inmovilizadoras, éstas pueden ser por difusién simple, flujo
de solvente o por campo eléctrico. El primer tipo fue introducido por
Southern en 1975, como iniciador del concepto de transferencia de
macromoléculas (DNA) a una matriz de nitocelulosa, por flujo de
solvente del gel a la matriz. En este caso, nc se utiliza campo
eléctrico para que el &cido nucléico migre a la matriz sino que es
propiciada por la presién ejercida sobre 1las placas de vidrio entre
las que estd el gel y cubriéndolo con dos hojas de la matriz. Hacia
1977, Alwine y colaboradores introdujeron la utilizacién de la matriz
DBM con flujo de solvente para transferir macromoléculas (RNA) y lo
denominaron “Northern Blot" para continuar el estilo del primero,
llamade ‘*SBouthern Blot'.
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El siguiente tipo de inmunotransferencia descrito por Towbin
.Y ©ol .en 1979 y Burnette en 1981, el "Western Blot" _ realiza.la
transferencia de proteinas separadas en un gel de EGPA-DS5 a.la
matriz de nitrocelulosa por accién de un campo eléctrico. Reinhard
M Malamud (1982) transfirieron bidireccionalmente por flujo de
solvente proteinas separadas por enfoque isoéléctrico a la matriz: de
nitocelulosa. A este tipo de transferencia se le denominé “pastern
Blot". '

La transferencia electroforética (en inglés "electroblotting®,
también conocida como "Weatern Blot") descrita por Towbin y col en
1979, indica que no deben existir burbujas entre el gel y el papel,
ya que reducen la eficlencia de transferencia y deforma el patrén de
bandas. En el amortiguador de transferencia se debe inclulr metanol,
ya que incrementa la capacidad de unién de la proteina a la
nitocelulosa, aunque reduce la eficlencia de elucién del gel. Esto
dltimo se puede evitar poniendo un amortiguador con fuerza iénica
baja y la distorcién de las bandas puede evitarse dejando el gel una
hora en el amortiguador de transferencia.

Para identificar los componentes tranferideos a la matriz se
pueden teflir con cualquier método utilizado para geles, por ejemplo:
amido negro, fijado con una solucién de Acido acético y metancl, por
menos de 5 min. También pueden hacerse tinciones con bromuro de
etidio para &cidos nucléicos o con plata para proteinas, ademis de
utilizar tinta china, Ponceau, etc.

Otro tipo de deteccién posible es utilizar anticuerpos
especificos dirigidos contra las proteinas a identificar, seguidos
de un segundo anticuerpo dirigido contra las IgG del primer suero.
Este Ultimo puede revelarse con marca fluorescente (isotiocianato de
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f.1u}:ao§ zeina) i (uminado‘c‘on rayos U.V., por autoradiografia o por

»"actividad enzimatic pefoxiﬁaaa de r&banc o fosfatasa alcalina) de

1 am:icuerpo secundario contra el primer anticuerpo

: (éuéde ser-contra Ig‘ de conejo). Towbin (1979) sefala que 100 pg de

saccién de materiales y métodos) para saturar el exceso de

e unién inaspecifica para el anticuerpo de la proteina a

teﬁir También sa.  puede utilizar gelatina para bloguear sitios
_‘duales de unién.

Al utilizar nitrocelulosa las proteinas pueden recuperarse
f&cilmente, utilizando detergentes como Tritén X-100 y DSS, asi como
agentes desnaturalizantes como BM de urea, 3M NaSCN 6 &cidos {pPH
2~3).

Es necesario tomar en cuenta varios factores para poder

transferir proteinas a nitrocelulosa:

a)Peso Molsecular: las proteinas més pequefias se
transfieren mds rapido (aunque en inmunotransferencias secuenciales
las primeras laminas tendrdn mas de las moléculas pequeflas tendiendo
éstas a saturar la capacidad de unién local y pasar a las siguientes
capas.

b) Tipo de Gel: puede impedir que salgan las moléculas del
gel, a mayor porcentaje de T, mis lentamente saldr&n las wmoléculas
(esto es importante en geles de gradiente).

c) Punto Isoélectrico y pH: si éstos factores son iguales para
el amortiguador de transferencia y la molécula a transferir, esta
Gltima no se moveri del gel.

88



Para géles de EGPA—bSS,. el beneficio es que se puede -I¢

la actividad enzimética-al remover el’ detergente de"la pr;teir_la en’
la. matriz de nif:quelulosn, lavando o por electroal’uciévn an' e:‘I.'.‘
aparato de tranferencia sin  amortiguador de DSS. ‘ e :

La utilidad ‘de ‘las 'inmunotransferencias radica ‘en,\f;ue puede
detectarse facilmente interacciones ligando-proteina (DNA- pfoteina,
RNA-proteina, unién proteina-heparina, interacciones
proteiné—protelna, etc.).

' gi.o nnéeriér constituye una visién panordmica de las técnicas
electr;toréticas asi como de sus posibles combinaciones, sin embargo,
no es'el o‘bjetivo primordial de ésta tesis el hacer una revisién
exavstiva de ellas, guedando asi algunas de las té&cnicas sin
descripcién detallada, tal es el caso del enfogque isceléctrico, donde
las proteinas migran en el gel hasta que llegan a su  punto
isoeléctrico caracteristico; la identificacién por P,M. se lleva a
cabo por medio de geles de segunda dimensién con DSS.

Es posible realizar la separacién de proteinas en cantidades
del orden de micromolas, con la llamada microelectroforesis. Otro
tipo de separacién por medio de electroforesis de muestras no
purificadas se denomina electroforesis preparativa. Asi mismo, se
pueden separar muestras de ADN por medio de geles de agarosa, ya que
el tamaflo de poro es mayor.

Existen también pruebas electroforéticas que ayudan a saber si
un anticuerpo es especifico o no para un determinado antigeno o
probarlo con una mezcla de sueros, por difusién o por campo
eléctrico. De las técnicas antes mencionadas es posible encontrar

modificaciones y combinaciones de las mismas.
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