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SE coNOCE, debido al trabajo de numerosos investigadores que la célula
es un sistema heterogeneo en el cual el citoplasma es el medio en el
que se encuentran numerosos compartimientos y cuerpos de inclusién
como son el nucleo, las mitocondrias, los lisosomas y el reticulo endo-
plasmico con particulas de ribonucleoproteinas adosadas en algunas por-
ciones. Se menciona ademas el aparato reticular de Golgi, asi como otros
cuerpos de inclusion en diferentes tipos de células como por ejemplo
granulos secretorios, granulos de almidén o glucégeno y cloroplastos en
algunas cdélulas vegetales.

Algunos de estos componentes, entre los cuales se pueden citar co-
mo ejemp'o los clorcplastos, las mitocondrias o el nicleo, son estructuras
discretas, visibles al microscopio éptico, pero otras fracciones celulares
s6lo se pueden caracterizar por sus propiedades, pudiendo mencionarse
como ejemplo tipico la “fraccién sobrenadante” en algunos procedimientos
de centrifugacion diferencial.

Las interrelaciones y algunas de las caracteristicas bioquimicas y mor-
tolégicas de las diferentes estructuras o particulas subcelulares sera el tema
de trabajos posteriores y esta presentacion se destinara a resumir los pro-
cedimicntos mas comunmente empleados para su aislamiento.

E] procedimiento ideal para el aislamiento de fracciones subcelulares
seria aquel que permitiera obtener la o las fracciones descadas sin altera-
cioncs morfolégicas y/o funcionales, sin contaminacion con otras fraccio-
nes y con cien por ciento de rendimiento. Aunque no se ha logrado
llegar a ese procedimiento ideal, es indudable la utilidad que tienen las
preparaciones obtenidas por diversos medios, cuando se conocen v se
tom~~ ~n cuenta sus limitaciones y se tienen las precauciones adecuadas
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para reducir al minimo las alteraciones inevitables durante el procedi-
miento.

El aislamiento de fracciones o particulas subcelulares, como regla
implica, después de escoger el material adecuado, la ruptura de las cclulas
y la suspensiéon del material resultante y finalmente la separaciéon o aisla-
miento propiamente dicho de las particulas o fracciones deseadas.

En ocasiones es posible partir de suspensiones de una sola especic
celular, como en los cultivos de protozoarios, algas o bacterias o suspen-
siones de eritrocitos, pero es mas frecuente el fraccionamiento de material
mas complejo como en el caso de 6rganos o tejidos animales o vegetales,
con una poblacion celular heterogénea, que condiciona necesariamente
una heterogeneidad similar en las fracciones subcelulares aisladas. Asi por
ejemplo, las preparaciones de ntcleos o mitocondrias de higado muestran
toda una gama de formas o tamafios que indudablemente significan difz-
rencias en caracteristicas funcionales. Por lo tanto hay que tomar en
cuenta que los datos obtenidos de preparaciones de material complcjo
son un “promedio” de propiedades o composicién que puede dar lugar
a errores cuando se utiliza o interpreta indiscriminadamente.

En el caso de algunos érganos o tejidos animales debe tenerse en
cuenta la posible contaminacién de algunas fracciones subcelulares con
eritrocitos. La importancia de este hecho puede ser grande, y como ejem-
plo se puede citar que €l higado de rata contiene aproximadamente 20
ml de sangre por 100 g. de tejido’; en ocasiones es atil la perfusiéon del
6rgano, previa al método de fraccionamiento?, pero hay que tomar en
cuenta que se han consignado alteraciones debidas a la perfusién, por
ejemplo modificaciones morfoldgicas en mitocondrias de higado de rata®.

Uno de los problemas mas serios en el fraccionamiento celular es la
rapida alteraciéon post-mortem de algunas actividades celulares o los
cambios también rapidos en algunas caracteristicas de fracciones o parti-
culas subcelulares aisladas; en este sentido se puede mencionar que segun
Osawa et al.* el nivel de ATP del timo de rata se reduce a la mitad 15
minutos después de Ia muerte, o que el glucégeno hepatico disminuye
en un 609, a los cinco minutos del sacrificio®; es también conocida la
disminucién de la actividad fosforilante en las mitocondrias envejecidas,
en ocasiones por solo unos minutos. Muchos de estos cambios pueden
reducirse o pricticamente abolirse con el mancjo ripido y el enfriamiento
adecuado de los tejidos y preparaciones subcclulares, v para mencionar
s6lo un ejemplo se puede citar que Weinbach® consigna un método de
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preparacién de mitocondrias que conservan su actividad fosforilante por
24 horas o mas.

Una vez escogido y preparado el tcjido o material biolégico que se
utilizara para aislar fracciones o particulas subcelulares, el siguiente paso
es la ruptura de las c¢lulas v la suspension de los restos celulares. La rup-
tura de las células puede realizarse en un medio acuoso o en un medio no
acuoso; como regla, en el primer caso, el medio en que sec rompen las
cclulas es el mismo en que quedan suspendidos sus restos. Los métodos
de ruptura en los que se utiliza un medio no acuoso por lo general im-
plican la liofilizacién y la trituracién del tejido liofilizado o la ruptura en
un solvente organico.

Sea cual fuere el procedimiento de ruptura empleado, es recomenda-
ble el trabajo rdpido y a temperaturas bajas, pero no de congelacion, y
el empleo de los procedimientos menos drasticos que sean compatibles
con la ruptura celular. Esto altimo puede ser un factor limitante cuando
se desean obtener particulas subcelulares en cantidades grandes; en este
caso es necesario emplear procedimientos mds drasticos, pero que dcber
ser cuidadosamente controlados para poder obtener rendimientos altos
de particulas intactas o sélo con alteraciones morfolégicas o funcionales
minimas. Un ejemplo es la produccién de mitocondrias en gran escala en
¢l Instituto de Enzimas de la Universidad de Wisconsin, donde segn
datos del Green, de 1954 a la fecha se han aislado 200 kg de peso seco
de mitocondrias de musculo cardiaco”, que al mantencrse en congelacion
conservan sus caracteristicas morfolégicas y funcionales por lapsos grandes
de tiempo.

Los procedimientos de ruptura mas frecuentemente utilizados son
fisicos, y en cllos sc emplean homogeneizadores coaxiales o licuadoras de
alta velocidad, molinos coloidales, paso de tejidos o suspensiones de c¢-
lulas por orificios pequenos, ciclos de congelacion y descongelacion, agi-
tacion con abrasivos, trituraciéon en molino de bolas, lisis por fuerzas os-
méticas, energla ultrasénica con o sin abrasivos, liofilizacion y trituracién
subsecucnte, etc. En el fraccionamiento de algunas particulas, como para
la preparacién de fragmentos o particulas submitocondriales, con fre-
cuencia se emplean procedimientos que utilizan la accion de agentes qui-
micos como algunos solventes de lipidos o agentes tensioactivos como el
desoxicolato de sodio o la digitonina®.

Cada variante de los procedimientos antes mencionados tiene sus
ventajas y desventajas, por ejemplo los homogeneizadores coaxiales per-
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miten la obtencién de mitocondrias practicamente sin alteraciones, pero
solo se pueden trabajar cantidades pequefias de tejido y su rendimiento
en ruptura celular es bastante bajo'®; la homogeneizacién en licuadoras
de alta velocidad es mas efectiva para romper las cc¢lulas, pero produce
con frecuencia alteraciones en las mitocondrias y otras particulas8; sin
embargo, en condiciones estrictamente controladas permiten la obten-
ci6én de cantidades grandes de mitocondrias en buen estado, como en
los procedimientos empleados en el Instituto de Enzimas de la Universi-
dad de Wisconsin®. Otros ejemplos de la versatilidad en el empleo de
licuadoras de alta velocidad, en ocasiones con aditamentos de refrigera-
1acién para evitar o reducir al minimo la inactivacion de enzimas'?, es la
preparacién de ndcleos de timocitos'? o de células de linfomas'?, cromo-
somas'®, '* o bien como prehomogeneizadores para alimentar molinos
coloidales'®. Los molinos coloidales tiene la ventaja de su capacidad
relativamente grande y de su efectividad en la ruptura celular, pero a
velocidades grandes rompen las mitocondrias y los nucleos, aprovechando
esta caracteristica, Mirsky y Ris'® desde hace diez afios los emplearon
para el aislamiento de cromosomas.

El rompimiento con energia ultrasénica, con o sin abrasivos, es til
para bacterias y algunos otros microorganismos, o para la preparacion de
algunas particulas submitocondriales”.

En una revision reciente de X. Allfrey?® se discute ampliamente las
caracteristicas y aplicaciones de numerosos procedimientos de ruptura
de células como un paso en el aislamiento de particulas subcelulares.

Un paso critico en la secuencia del aislamiento de las particulas que
nos ocupan c¢s el medio en el cual quedan suspendidos los restos cclulares
después de la ruptura. Como ya se indicé este medio puede ser acuoso o
no acuoso. En cualquiera de los dos casos el ideal seria aquel en el cual
las particulas permanecieran morfolégica, estructural y funcionalmente
intactas. Aunque esto no s¢ ha alcanzado desde un punto de vista estricto,
ya que cualquier medio condiciona alteraciones mas o menos importantes
tanto morfolégicas como funcionales, la seleccién de procedimientos
y medios adecuados para fines especificos, ha permitido obtener una gran
cantidad de datos valiosos acerca de la composicién y caracteristicas bio-
quimicas de las diversas particulas y fracciones subcelulares.

Los mcdios utilizados con mads frecuencia son acuosos, aunque para
la separacion de nicleos, suelen emplearse mezclas de solventes organicos,
ya que en general los nucleos aislados en medios acuosos picrden o absor-
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ben componentes hidrosolubles's. El problema de pérdida o contaminacién
no esta circunscrito a las preparaciones de nucleos, pues las mitocondrias
aisladas e¢n solucicnes de sacarosa por los procedimientos de centrifuga-
cion diferencial estdn contaminadas en mayor o menor proporcién con
lisosomas!® y con frecuencia con particulas microsomales®?; asimismo
los cloroplastos aislados en polimeros del etilen glicol pueden absorber
algunas proteinas solubles como la amilofosforilasal”. Por otro lado,
Peinert!® ha demostrado que la fraccion microsomal hepatica obtenida
después de afadir citrocromo C radiactivo al homogenado absorbié una
proporcién considerable de dicha proteina. Sin emktargo, la utilidad de
los medios acuosos en el aislamiento de particulas subcelulares es indu-
dable, y la inmensa mayoria de los datos existentes sobre la composicion,
actividad enzimatica y otras caracteristicas funcionales de las particulas;
subcelulares se han obtenido empleando estos medios.

Los medios acuosos empleados con mas frecuencia son las soluciones
de 4cido para separar nucleos, de sacarosa para el aislamiento de mito-
condrias lisosomas y microsomas, y las de electrolitos para fracciones
subcelulares de algunos microorganismos.

Diversos autores han utilizado soluciones de acido citrico para el ais-
lamiento de nucleos, v en la revision de Allfrey!® se mencionan detalles
de procedimicntos que emplean este medio. La ventaja del procedimiento
es su rendimiento alto y la poca contaminacién con otras particulas, asi
como la rapidez del procedimiento, sin embargo, condiciona pérdidas
serias de proteinas solubles'® y de acido ribonucléico’®.

Las soluciones de sacarosa también son utiles en la separaciéon de
nucleos, pero su empleo pricticamente universal es en el aislamicnto de
particulas citoplasmicas como mitocondrnas, microsomas o lisozomas. En
los primeros procedimientos se emplearon soluciones hiperténicas®® pero
en la actualidad se utilizan casi exclusivamente soluciones isoténicas para
estudios de actividades enzimaticas y respiratorias en mitocondrias u otras
particulas. Los diversos procedimientos empleados son en general varian-
tes del método original de Schneider y Hogeboom?!.

La concentracion de sacarosa es una variable importante, por ejem-
plo, las soluciones altamente hiperténicas (0.88 M.) conservan las ca-
racteristicas morfoldgicas de las mitocondrias®®, pero dafian scriamente
algunas caracteristicas como el acoplamiento entre la fosforilacion y la
respiracion. El emplco de soluciones isotdnicas (0.25 M.) es de uso comin
para estudios bioquimicos con estas particulas. Se han consignado obser-
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vaciones similares en preparaciones de nucleos, asi, los obtenidos en so-
Jucién isoténica son capaces de sintetizar proteinas y dcidos nuclcicos,
propicdades que se picrden al emplear sacarcsa 0.44 M.12, 22,

Se han empleado diversos aditivos a las soluciones de sacarosa para
fines especificos, por ejemplo, la adiciéon de iones calcio evita la aglutina-
cion y gelificacién frecuentemente observada en el aislamiento de nu-
cleos', 22, ¢l 4dcido ctilendiamino tetraacético (EDTA) se ha empleado
para estabilizar los sistemas mitocondriales de oxidacién del acido alfa
cetoglutarico®*, #* y Novikoff?¢ ha sefialado que la polivinil pirrolidona
es util para conservar la morfologia mitocondrial en soluciones isotonicas
de sacarosa, sin pérdida de las caracteristicas funcionales.

El pH de las soluciones de sacarosa es un factor critico en la prepa-
raciéon de algunas particulas de células vegetales®?, 2%, pero parece no
serlo en el caso de algunos tejidos animales por ejemplo el higado®?.

Las soluciones de electrélitos se utilizaron en los primeros procedi-
mientos de fraccionamiento celular en tejidos animales, pero debido a
que condicionan aglutinacién o modificaciones morfoldgicas en mitocon-
drias®9, 3 o nucleos'®, 22 su empleo en este sentido se ha abandonado; sin
embargo, en algunos sistemas son de gran utilidad, como por e¢jemplo
cn la preparacion de cloroplastos con capacidad de fotofosforilaciéon?! o
de fracciones subcelulares de algunos microorganismos, en las que se con-
servan diversas caracteristicas tuncionales3?, 33 34,

Los medios no acuosos, muy favorecidos en el aislamiento de nucleos
se han desarrollado a partir de la separacion de estas particulas consignada
por Behrens en 1932%5. Estos medios generalmente son mezclas binarias
de solventes organicos de diferente densidad, controlindose ésta por la
proporcién de cada solvente, de tal manera que la separacién de los nu-
cleos (particulas de densidad relativamente alta) se logra por sedimenta-
cién y/o flotacién en un campo de fuerza centrifuga. Los solventes mas
cmpleados son el éter etilico, el cloroformo, el benceno, el tetracloruro de
carbono, el ciclohexano y el éter de petrdleo.

Las principales ventajas del empleo de medios no acuosos son la
ausencia de absorcion de materiales hidrosolubles y la eliminacién de
algunas alteraciones que pueden presentarse en medios acuosos, como son
autolisis, efectos de pH, aglutinacién, etc.; estas caracteristicas hacen
muy utiles las mezclas de solventes no acuosos en la separacién de par-
ticulas para el estudio de sus componentes no lipoideos.
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Ficura 1

FRACCIONAMIENTO DE CELULAS HEPATICAS
(ScHEIDER Y HocEBOON2!

Homogenado 1:10 en
Sacarcsa 0.68 M.

10" a 16,000 g.
| 10" a 16,000 g.

|

\ A\
Sedimento Sobrenadante y lavados

(Nacleos y células
no rotas) N micras

A4 Y
Sedimento Sobrenadante
{ Mitocondrias) y lavados (S.)
M micras?
607 a 148,000 g.
200 a 29,000 g.
) 4 v
Particulas Sobrenadante
Submicroscopicas y lavados
(Microsomas) , (Fracciéon soluble)

P micras? Se

10" a 29,000 g.
10 a 29,000 g.
——1 60" a 130,000 g.
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Las desventajas mas serias de estos métodos son la pérdida de ma-
terial lipoideo y la inactividad de algunas enzimas; la primera cs la
causa de que utilicen solventes organicos para el aislamiento de mito-
condrias u otras particulas citoplasmicas ricas en lipidos, los cuales en
muchos casos son cofactores o .componentes de sistemas enzimaticos
caracteristicos. IEn lo que se refiere a la posible pérdida de actividades
enzimaticas, Allfrey’® ha realizado un estudio critico de estos procedi-
mientos y concluye que la actividad enzimatica de preparaciones de ni-
cleos obtenidas con el empleo de los solventes mencionados es compara-
ble a la de los polvos acetoénicos, e inclusive sugiere que los numerosos
datos consignados en la literatura para ¢stos se utilicen como guia para
considerar la posibilidad de que determinados sistemas enzimaticos se
inactiven o no al emplear solventes organicos en el aislamiento de parti-
culas subcelulares.

El sigmiente pasc en los procedimientos para aislar particulas subce-
lulares es la separacién de la mezcla de éstas obtenida en los pasos que
sc han revisado en los parrafos anteriores.

La diferencia de densidad, tamaiio, carga, grado de solvatacion, ctc.
entre las diversas particulas subcelulares es la base de los procedimientos
para su separacion. Los métodos mas utilizados son la centrifugacion di-
ferencial o en un gradiente de densidad. El principio de los métodos dc
centrifugacion es el hecho de que, en un medio de suspension determinado,
la velocidad de sedimentacién de una particula sometida a la accion de
una fuerza centrifuga depende, entre otras variables, de su tamafio v
densidad. En la centrifugacion diferencial la variacién en la intensidad
de la fuerza centrifuga y en el tiempo de centrifugacién permiten la
separacién de diferentes tipos de particulas. En un procedimiento tipico,
en el que se utiliza una solucion de sacarosa como medio de suspension?!,
se obtiene primero una fraccién con nucleos y células no destruidas, otra
de mitocondrias, y una tercera con particulas microsomales y finalmente
la “fraccién soluble”, conocida también como sobrenadante. En la Fig.

1 se presenta un esquema tipico que indica los detalles de este tipo de
fraccionamiento celular.

La centrifugacion diferencial también se emplea en los métodos que
utilizan solventes orgdnicos como medio de suspension de los restos

celulares, y en la Fig. 2 se presenta un esquema de un procedimiento para
el aislamiento de nucleos por medio de solventes no acuosos.
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Ficura 2
PREPARACION DE NUCLEOS DE ERITROCITOS DE AVES

(ALLFREY1H)

FEritrocitos lavados

Liofilizacion. Trituracién»
Molino de bolas con éted
de petrdleo

|
{
Y

Homogenado
l
900 g .por 20’
A4 v

Sobrenadante Sedimento

i Ciclohéxano—C-Ch
: ' D = 1.290.

| 2,000 g. por 40
{

' Repeticion de  centrifuga-

cion con densidad crecien-
|‘ T - te en 0.01 hasta 1.34C
A4 \4
Sobrenadantes Sedimento
Eter de petroleo
900 g. por 200
A2 ' ¥
Sobrenadantes Sedimento (Ntcleos)

Secada a vacto.
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En los métodos clasicos a partir de homogenados en sacarosa®! [as

cuatro fracciones obtenidas, en ocasiones estdn contaminadas entre si o
con otras particulas. Asi, Ia fracciéon nuclear contiene una proporciéon
considerable de c¢lulas integras; la porcion mitocondrial contiene los liso-
somas de de Duve?®; ademas Kuff y Schneider®”™ han demostrado que las
mitocondrias obtenidas en sacarosa isotémica por el método clasico de
centrifugacion diferencial tiene una marcada heterogeneidad enzimatica
que se pone de manifiesto al volver a fraccionar la preparacion en un
gradiente de concentracién de sacarosa.
- Las consideraciones teoricas acerca de la sedimentacion de particulas
en un campo de fuerza centrifuga se han tratado desde hace ticmpo por
diversos autores (por ejemplo Svedberg®, y desde el punto de vista prac-
tico Allfrey'® hace una serie de consideraciones interesantes, aplicadas
a la separacién de particulas, pero cl contenido de cstos a:pzcros saic
de las posibilidades de esta platica y tinicamente se indicara la importan-
cia de las sedimentaciones repetidas (lavados), sefialando que en un
cjemplo citado por el mencionado autor se pone de manificsto una con-
taminacion de 409, de unas particulas con otras cuando se emplea una
sola sedimentacion.

Para finalzar este trabajo se mencionara brevemente el fraccionamien-
to de las mitocondrias en diversas particulas submitocondriales, estruc-
turas de complejidad menor que la mitocondria original, que pueden
considerarse “secciones” de ella, tanto desde el punto de vista estructural
como funcional?. Este subfraccionamiento se ha realizado principalmente
por el grupo de Green?, y el estudio de las subparticulas ha arroiado
valiosos datos acerca del transporte de electrones y de la fosforilacion
oxidativa, que pueden considerarse como las principales contribuciones
mitocondriales al metabolismo celular.

Los procedimientos para la obtencion de estas particulas se han pre-
sentado en numerosos articulos originales y en diversos articulos de revi-
sién”, ?, 40 v se pueden resumir como sigue:

Las mitocondrias preparadas en sacarosa isoténica (0.25 M.), general-
mente con alteraciones estructurales, pueden separarse por centrifugacion
¢n mitocondrias pesadas y en mitocondrias ligeras. El tratamiento de estas
nltimas con etanol y fosfato lleva a la formacién de dos particulas una
conocida como mitocondria pequefia o PETP* y la otra denominada

*  Particula fosforilante y transportadora de electrones.
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ETP**, ambas capaces de transportar electrones, pero sélo la primera
con capacidad para acoplar la fosforilacion y la respiracion. El estudio de
estas particulas al microscopio electrénico indica que la fosforilante
(PETP) tiene la estructura de doble membrana caracteristica de la mi-
tocondria intacta, que no presenta la otra particula (ETP). Actualmente
se considera que la estructura de doble membrana es indispensable para
¢l acoplamiento entre la fosforilacion y el transporte de electrones por la
cadena oxidativa.

El tratamiento de las mitocondrias pesadas con energia ultrasénica
en condiciones adecuadas lleva a la produccion de otra particula submi-
tocondrial, con doble membrana, conocida como E'TPH, capaz de acoplar
la fosforilacién al consumo de oxigeno, que a su vez puede ser transfor-
mada en la particula no fosforilante (ETP).

Se han preparado por diversos autores algunas otras particulas sub-
mitocondriales con capacidad de acoplar la fosforilacién y la respiracion.
Por ejemplo las obtenidas por Pullman y sus colaboradorest! por trata-
miento de la fracciéon mitocondrial de corazén en un desintegrador de
Mickler las preparadas por Kielley y Bronk*? o por el grupo de Lardy*?
empleando la accién de la energia ultrasénica sobre mitocondrias de hi-
gado. Lehninger y sus colaboradores** obtienen una particula, a partir
de mitocondrias tratadas con digitonina, la cual es capaz de catalizar
la oxidacién del beta-hidroxibutirato, acoplando la oxidaciéon a la fosfo-
rilacién con una relacién P/O cercana a 2; esta particula, que no es
capaz de oxidar el succinato o el DPNH, se ha utilizado por dicho autor
para estudiar el mecanismo de la fosforilacién oxidativa y el sitio de accién
de los agentes que la desacoplan; muchos de los datos de este grupo los
consignan en un articulo del Symposium sobre la Regulacién del Meta-
bolismo Celular*?,

Volviendo a los trabajos del grupo de Green, su particula no fosfori-
lante (ETP) es el punto de partida para la preparacién de una serie de
particulas submitocondriales que representan diversas combinaciones de
las enzimas encargadas del transporte de electrones en la mitocondria.
La naturaleza y propiedades bioldgicas de algunas de estas particulas se
presentan en la Tabla I.

** Particula transportadora de electrones.



TABLA 1

PART{CULAS SUBMITOCONDRIALI'S OBTENIDAS DE MITOCONDRIAS DE MUSCULO CARDIACO.

Denominacion Observacioncs Prcparacion Componentes** Referencia
IFosforilante, con actividad de
) PETD oxidasa dec DPNIL y de suc- Ver el texto. {,f,c*a 7,9
cinato.
No fosforilante, con actividad
2) ETP de oxidasa de DPNIi v de Ver el texto, ffybe*a 7,9
succinato.
I Tratamicnto con colato v pre-
i 3) Complcio de drshidregena- Obtenida de ETP, tiene ac- | cipitacién  con  sulfato  dc | 49,
sa succinica v de DPNH cito- tividad dcshidrogenante  de © amonio, o tratamiento con f.fsbc*a 50,
Tomas b ovoc DPNH v dec succinato. alcoholes t-amilico e isobuti- 51
rico™ {osfato.
4) Complcjo de deshidrogena- Ignal que la anterior, pero no | Extraccion de 2).,..501].,_i§(:)1)l1;.,,i I
sa succinica v de DPNH cito- requiere citocromo b. tanol. i f fd(.,c_ 52
= s [ g
cromos ¢, v ¢
5) Complcjo de deshidrogena- No contiene citecromo ¢, no | ‘I'ratamiento de 3) con colato f b 7 46, 47,
. . . 4 K >
,sa succinica-citocremos b v ¢, oxida DPNIL y KCL s D€y 51
b T S e B - : U
10) Complejo de deshidrogena- | No contiene citocromo ¢, no | 'Iratamicnto de 2) o 3) con 47
sa dc IDDPNII citocromos b v = oxida al succinato. colato v sulfato de amonio. f, be, '_3’
c, ‘ 2
7) Oxidasa de DPNII t No presenta actividad de oxi- | Tratamicnto de 2) con deso- I Ny .
! dasa dc¢ succinato. xicolato. « DCT A >4
— IR e e em e e o . — : ;
8) Oxidasa modificada de i Okxidacion aerobia de DPNTH, | Tratamiento de 2) con dcso- £ ba 55
! . . . . . .
{ DPNI1 | requicre citocromo c¢ afadido. @ xicolato. d = ?
Notas Modificada de Goodwin40.

Se cmplea la notacion de Green: a, b o ¢ representan los citocromos, ¢* cuando no s¢ sabe si se trata de citrocromo
¢-1 o ¢ fd y fs indican las deshidrogenasas del DPNH o succinica respectivamente. Todas las enzimas de la cadena
de transporte de clectrones se han aislado?,
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Muchos de los datos que han permitido un mejor conocimiento de
las caracteristicas funcionales de la mitocondria se han obtenido por el
cstudio de las particulas submitocondriales. La consideracion detallada
de estos aspectos sale de los limites y objeto de esta platica, sin embargo,
s¢ pueden mencionar algunos ejemplos. El aislamiento de un complejo
deshidrogenasa succinica-citocromos b y ¢, (particula 3 de la Tabla I), y
de otro deshidrogenasa del DPNH-citocromos b y ¢, particula 4 de la
‘T'abla I) es un fuerte indicio de que la cadena de transporte de electro-
nes en la mitocondria consiste en dos cadenas separadas (aunque con
algunos puntos de unién), una para la oxidacion del succinato y otra para
la oxidacién del DPNH?7, 0 46 47 aGn cuando no se puede excluir total-
mente la existencia de una cadena comun que transporte los electrones
provenientes de la oxidacion tanto del succinato como del DPNH7, 4.
Ademas, la estructura de estas particulas (deshidrogenasa succinica o del
DPNH vy citocromos b y ¢;) significa un refuerzo a la consideracién de
que los citocromos b y ¢, preceden al citocromo ¢ en la cadena de trans-
porte de electrones*®.

El papel de los lipidos de la mitocondria intacta y de algunas parti-
culas submitocondriales ya sea como cemento y material de intercomu-
nicacion entre diversas enzimas o contribuyendo activamente al trans-
porte de electrones (coenzima Q por ejemplo) tambi¢n se ha podido
dilucidar por el estudio de particulas obtenidas por desintegracion de la
mitocondria con agentes tensionales”. Se puede indicar también que algu-
nas relaciones entre la estructura y la funcién de la mitocondria se han
pucsto de manifiesto gracias al conocimiento de la estructura de ciertas
particulas submitocondriales y en este sentido ya se mencioné que la
existencia de una doble mcmbrana es condicion sine qua non para el
acoplamiento entre la fosforilacién y el consumo de oxigeno.

La desintegraciéon de la mitocondria en subunidades que representan
fragmentos de la cadena de transporte de electrones hace pensar en la
posibilidad de reconstruccién de particulas relativamente complejas a
partir de sus componentes, de tal modo que ¢l fragmento reconstruido
se comporte como una entidad funcional definida que resista a la diso-
ciacion, y no unicamente como un sistema enzimatico cuyas partes estén
conectadas funcional, pero no estructuralmente, por un intermediario.
Esto se ha logrado por Hafeti y sus colaboradores*®, quienes han recons-
truido particulas con actividad de DPNH-citocromo ¢ reductasa, succi-
nato-citocromo ¢ reductasa o succinato-DPNH-citocromo ¢ reductasa
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(f.be,fabe,of f4bec, respectivamente, de acuerdo con la nomen-
clatura de Green mencionada en la Tabla I) a partir de las siguientes

particulas menos complejas: ‘

I ) DPNH-coenzima Q reductasa (DPNH deshidrogenasa, fd)

I ) succinato-coenzima Q reductasa (deshidrogenasa succinica, fs) v

IIT) coenzima Q reducida-citocromo c¢ reductasa (citocromos by c,

be,).

Cada particula no presentoé otra actividad mensurable que la indica-
da en su denominacién, y I y II tuvieron suficiente coenzima Q para
que las particulas reconstruidas catalizaran la reduccién del citocromo ¢
por el succinato y/o el DPNH.

Las particulas reconstruidas no se disociaron, ni aun en solucion
diluida, y se comportaron como una sola unidad al someterse a un campo
de fuerza centrifuga; ademas presentaron la actividad enzimdtica y sen-
sibilidad a inhibidores (amital, tenoiltrifluoroacetona y antimicina A)
correspondientes a particulas similares, pero obtenidas no por reconstruc-
cién, sino por desintegracion de fragmentos mitocondriales mads com-
plejos.

Estos ejemplos podrian hacer pensar en la reconstruccién de particu-
las de estructura mas compleja, de toda la cadena de transporte de elec-
trones, o atin de la actividad completa de la mitocondria; sin embargo,
esto quedaria fuera de la realidad, ya que los componentes funcionales
de la mitocondria son parte de un sistema estructural de gran compleji-
dad y mientras esta estructura o su equivalente no pueda reproducirse, la
reconstruccién no es posible.
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