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INTRODUCCIÓN

I .1. ENVEJECIMIENTO

Los estudiossobreel envejecimientopresentanmuchasproblemasqueprovienende la

dificultaddedefinirun procesomuy complejoqueno sesabebien, si esun fenómenonormal

o patológico. Sin embargo,el envejecimientoes algo que sepercibefácilmente, aunque

presenteformas muy variablesen distintas especiese individuos y que afectade distinta

maneraen los sistemasfisiológicos(inmunitario, respiratorio,nervioso,sanguíneo,etc.),que

por otraparte,soninterdependientes(Dodet, 1994).

Hastala fecha,sehanelaboradomuchasteoríasparaexplicarel envejecimiento,lo que

refleja la complejidaddel mismo. En resumen,las teoríassobreel envejecimientopueden

agruparseen dos grandes grupos (Dice, 1993): las teorías que consideranque el

envejecimientoestáinscrito enlos genes(teoríasdeterministas),y que sonconsecuenciade un

programade senescenciaincluido en el propio genomacelular (Moment, 1992) y las que

consideranqueel fenómenosedebea la acumulacióndeacontecimientosqueocurrenal azar
(teoríasestocásticas),y que producenalteracionescelularesy moleculares(ADN, ARN,

proteínasy lípidos). En realidad,estaspropuestasde explicación dcl envejecimientono se

excluyenmutuamentey dehechoseentrecruzanen muchosde sus aspectos(rabia1—1)

Tabla1-1. Teorfasdelenvejecimientocelular.

Teorú Descripción

Teoríasdeterministas

PérdidadeADN repetitivo

Acortamientosdetelómeros

Diferenciaciónterminal

Teoríasestocésticas

Ritmo devida

Mutacionessomáticas

Radicaleslibres

Acumulacióndeproductos

Entrecruzanuento

Catástrofedeerror

Proteolisisalterada

Múltiples copiasinactivadaso perdidas

Alteraciónde laactividadtelomerasa

Factoresdecrecimientono expresadoso inhibidores

delmismosobreexpresados

Unidadesmetabólicasfijas

Mutacionesenlos genes

Radicalesdeoxígenohiperactivos

Transformaciónensustanciastóxicas

Enlacesentremacromoléculas

Aumentodelos erroresenJa afitesisdeproteínas

Disminucióndelturnoverdeproteínas

2



INTRODUCCIÓN

A) TEORÍAS DETERMINISTAS

Deacuerdocon estasteorías,el envejecimientoy la muertecelular (apoptosis)estañan

establecidasenel programagenéticode lascélulas,demanenqueunnúmerorestringidode

genespresentesa lo largo de la vida celulardeterminaríansu envejecimiento.Estos genes

seríanresponsablesde unacascadade expresionesy represionesde genes,quea lo largode
la vida establecenel momentoa partir del cualotrosgenesseactivano sedesactivan.Estas
teorías se basanno solo en estudiosde longevidad, sino también en la observaciónde
enfermedadesgenéticas,comola progeniadelos niñoso el síndromede Werner,vinculadas
a la alteraciónde un gen y quesecaracterizanpor síndromesde envejecimientoacelerado.

Los trabajosde Hayffick (Hayflick, 1990) demostraronquelos fibroblastoshumanos
cultivadospierdensu capacidadde proliferar despuésde ciertonúmerode divisiones(de50

a 100), quedependende la edaddel donante.La causade estereloj internopodríaser la
metilación progresivadel ADN repetitivo que acompañala replicación del ADN y que
comporta,despuésdeun ciertonúmerode divisiones,modificacionesde la estructurao de la
expresiónde los genes.Otra causapodríanser lasmodificacionesmolecularesqueimplican
la pérdidade secuenciascodificanteso no codificantesy quedeterminaríanlas distintasetapas
del desarrolloo de la madurez(Maciera—Coelho,1992).

La teoríade acortamientode telómeros(del griego telos, extremo,y meros,parte),
atribuyeel papeldereloj mitótico a los telémeros,estructurasquesedistinguenpor su carácter
conservadoralo largodela evolución.Consistenen repeticionesen tándemde unasecuencia
rica en guaninasqueseencuentransituadasen los extremosde los cromosomas.La pérdida
de estasestructurasterminalesproduceinestabilidadcromosómicaque, con el tiempo, conduce
a la muertecelular. Soloen lascélulasespermáticasy en las líneasinmo~es,la longitudde
estos telómerospermanececonstanteen cadaciclo de división, graciasa la presenciade la
telomerasa,enzimaqueno seexpresaen las otrascélulas(Countery cols., 1994) o en las

célulasdel mismo tipo no cancerosas.Desdeel descubrimientode estaactividad en ciliados,
todos los intentos realizadospor encontrarestaactividad en célulasnormaleshumanasha
fracasado.El hechode que la telomerasafalte en la mayoríade los tejidosadultosda a
entenderque la longitud de los telómerosde las célulassomáticasdisminuyecon la edad,
debidoa la incapacidadde las ADN polimerasasde replicarcompletamentelos extremosde
las moléculaslinealesde ADN, queademáspodríaser un mecanismode senescenciacelular
(llarley y cols., 1990, 1992).

El estudiodel envejecimientoutilizandocomomodeloorganismosinferiores,ponede
manifiesto,al menosen hongosfilamentosos,queel envejecimientoestácontroladotantopor

3



INTRODUCCIÓN

genesnuclearescomomitocondriales.Existeun intrón particularen el ADN mitocondrialque
amplificadoproduceenvejecimientoy quesi seelimina en líneasmutanteslashaceinmortales.
Esteelementogenéticodirige la síntesisdeunatranscriptasainversamitocondrial.En el caso
del nemátodoC elegans,se ha descubiertoun gen Age—l que está relacionadocon la
longevidady quecontrolaunaresistenciaal 11202. En general,setienecadavez másevidencia
de quelosgenesquedeterminanla proliferacióncelularsonactivosduranteel envejecimiento,

o quelos inductoresquesoninhibidospuedencausarsenescencia.

Por otra parte, los genesimplicadosen el manteniminetode la integridadcelular,
tambiénjueganun papel importanteen el envejecimientoy entreellos están los que se

encargande codificar la 5OD que elimina los radicaleslibres o la helicasaencargadade

repararel ADN (Maciera—Coelho,1992).

B) TEORÍAS ESTOCÁSTICAS

La mayorpartede las teoríasestocásticas,aunquedanun papeldeterminanteal medio,
reconocensin embargo,la implicación de los genes,queseactivaríano desactivaríancomo
respuestaa las modificacionesdel medio ambiente.Las teoriasestocásticassebasanen la
acumulación,bien deproductosde desechoo de alteracionessufridasa lo largodel tiempoque
puedenafectanal ADN (teorksestocásticasgenéticas)oa lasproteínasy lípidos de membrana
(Tzagaloff, 1982; Rothstein, 1981; Múller-Hocker, 1992), y que conducena mutaciones
somáticaso a la apariciónde enlacesde entrecruzamientoentremacromoléculas.

Entre las teoríasmásaceptadasestánlasbasadasen el papeldelas mutacionesdel ADN

genómicoo mitocondrial (Miquel, 1991). Sesabequela mitocondria,orgánuloresponsable
dela respiracióncelular,productorde ATP, contieneADN propio,distinto del contenidoen
el núcleo de la célula. Como ha recogidoWallace (Wallace, 1992), el ADN—mt tiene
característicasgenéticasúnicas:

a) Provienede herenciamaterna,no mendeliana,predominantemente;menosde un

0.1%provienedel esperma.

b) Encélulasheteroplásmicas,esdecir, conmezcladeADN-mt normaly mutante,el
genotipopuedecambiardurantela replicación.Deestaformaalgunoslinajespueden

derivarhaciaADN mutantepuro (homoplásmico),otrosa tipo salvajepuro y otros
permanecerheteroplésmicos,con lo cual el gradode severidadde las alteraciones
puedevariardeunascélulasa otras.

4



INTRODUCCIÓN

c) El fenotipocelularesun reflejo de la proporciónde ADN—mt mutanteen la célula

y del gradode funcionalidadde la mitocondria.

d) El ADN—mt fija mutaciones16 vecesmásrápidoquelos genesnucleares,razónpor
la cual,la frecuenciade mutacionesen genesdel ADN—mt es muchomayorquela de
los genescodificadospor el ADN—n.

El ADN mitocondrial estámenosprotegidoqueel nuclear y carecede sistemasde
reparación,por lo queenprincipio estarámásexpuestoal ataquede radicaleslibres que se

generandurantela producciónde ATP debidoala presenciademitocondriasalteradas(Sohal

y cols., 1992). Mediante el empleo de diferentessustratose inhibidoresespecíficosde la
cadenarespiratoria,sehanidentificadoen la mitocondriade insectosy mamíferoslas regiones
generadorasde11202y del radicalsuperóxido0;, (Sohaly Sohal, 1991); (figura1—1). Especial
relevanciapresentala posibilidadde quela eficienciadel procesode síntesisde ATP pueda
estaralteradacomoconsecuenciade la generaciónlocal y simultáneade radicaleslibres. Estas
célulasconun potencialenergéticodisminuido,sones~ialmentesensiblesa situacionesde
estréscon lo queperecenmásfácilmente(Yen y cols., 1984).Mutacionesmitocondrialesque
implicanla insercióno delecióndebasesen el ADN—mt aparecenespontáneamenteduranteel
desarrollo provocando una reducción de la actividad de la cadena respiratoria,
fundamentalmenteenlos complejos1 y IV (Coopery cols., 1992), acompañadode unapérdida
progresivade la capacidadpararegenerarla poblaciónmitocondrial.

02 ~ -

¡ 0, 0,,H~0,

— ~ - t—d,kui=~’——’¿t b CX s — (St c— C3tnnn o-fc, 4Wt~ Ox— 2W)4c~ A

E” - O4oo~am

Al? Al? Al?

Figura 1-1. Representaciónesquemáticade la organizaciónde la cadenarespiratoria.Seindicanlos sitios de

generaciónderadicaleslibres (02 y 11202) y deaccióndelos inhibidoresrespiratorios.

Segúnlos factoresresponsablesde las alteraciones,las teoríasmásaceptadasson las
que consideran,a los radicaleslibres causantesdel deteriorocelular y molecularque se
produceduranteel envejecimiento.Estosseproducenduranteel metabolismonormaly como

5



INTRODUCCIÓN

consecuenciade agresionesexternasfísicas y químicas, y son muy tóxicos para los
constituyentescelulares,pudiendodesorganizarlasmembranaslipidicas, oxidarlasproteínas

afectandoa su funcionalidado produciendomutacionesen el ADN (Nohl, 1993; Harnian,
1983). Las célulasviejas no son capacesde resistir estasagresionesde los radicaleslibres,
debidoaquelos sistemasdeprotección,antioxidantes(vitaminasC y E, ¡3— caroteno así como

enzimasque transformanlos radicaleslibresen moléculasinocuas)y los sistemasde reparación
de ADN puedenencontrarsealterados.La importanciade estos agentesnocivos se ha
demostradorecientemente(Oory Sohal, 1994) medianteestudiosenDrosophilamelanogaster,
en lasquesehanintroducidogenesde la superóxidodismutasa(SOD) y de la catalasay los
animalestransgénicostenían la capacidadde convertirlos ionessuperóxidoen 11202y éstaen

1120 y oxígenoincrementandosu viday suscapacidadesfísicasun tercio; por otrapartela tan
de oxidacióndeproteínaseraclaramenteinferior a la de las moscasno tratadas.

Otras teorías (Kirkland, 1992; Zghinicki, 1987) dan mayor importancia a la
degradacióno cambiosen las membranascelularesy mitocondrialespor modificaciones
estructuraleso funcionalesde sus componentes, siendo el caso más común el de la
peroxidaciónlipidica.

Es evidente, que los estudiosa nivel mitocondrial han permitido avanzaren el

conocimientode aspectosquecontribuyena la comprensióndel envejecimiento,puestoque
la disminuciónde la respiracióncelular (Hansfordy cols., 1983; Boffoli y cols., 1994; dela
Cruz y cols., 1990), queculminaen la producciónde ATP comofuentede energía,esuna
característicamuy importantede lo queconstituyeel envejecimientocelular. Portanto, no es

de extrañarque gran parte de los estudios sobre el envejecimientose centren en la
mitocondria.

1.2. COMPLEJO 1-111

La membranainternamitocondrialcontienelos cinco complejosenzimáticosqueactúan
sucesivamenteen la transferenciade electronesdesdelos sustradosreducidosal oxígeno,el
cual sereducea agua.Lasreaccionesrédoxestánacopladasa la síntesisdeATP, contituyendo
el procesoconocidocomofosforilación oxidativa.El complejo1—Hl o NADH citocromo c
oxidorreductasa(BC 1.6.99.3), transfierelos electronesdesdeel NADH, a través de la
ubiquinona,hastael citocromoc. Aunquefuncionalmenteel complejo1—111 puedeconsiderarse
de maneraautónoma,paralos estudiosestructuralesesnecesarioremitirsea los doscomplejos

constituyentes;el complejo1 (NADH ubiquinonaoxidorreductasa)y el complejoir (ubiquinol

citocromoc oxidoneductasa).

6



INTRODUCCIÓN

1.2.1.COMPLEJO 1

1.2.1.1.CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL

La primera enzimaen la cadenarespiratoriamitocondrial es la NADE:ubiquinona
oxidorreductasao complelo1 (EC 1.6.5.3).Catalizala transferenciade los doselectronesdel
NADH a travésdediversoscentrosrédox dela enzima(FMN, centrosferrosulfuro),hastael
aceptornaturalde electrones;la ubiquinonao coenziniaQ, acoplanéola energíade la reacción
rédox a la transiocaciónde 3-5 protonesde la matriz mitocondrialal espaciointermembrana
(Brown y Brand, 1988; Weiss y cols., 1991; Waflcer, 1992) generandoun potencialde
membranaqueposibilita la síntesisdeATP.

Es la enzimarespiratoriamáscompleja,estandopresenteen todoslos organismos.Se
ha aisladodeE. Colí (Hayashiy cols., 1989),Neurosporacrassa(Azevedoy cols., 1994),
Candidautilis (Ragan,1987) y enplantas,de Solanumzuberosum(Herzy cols., 1994). En
mamíferossehaaisladode corazónde buey,no existiendoreferenciasbibliográficasen otros
animalessuperiores.Estáconstituidapor al menos41 cadenaspolipeptídicas(Walker, 1992)
conunamasamolecularestimadaactualmenteen 900kDa (Pilldngtony cols., 1993).De éllas,
sietesoncodificadaspor el ADN mitocondrialy los respectivosproductospolipeptídicosson
sintetizadosdentrodela mitocondriay al menos34 subunidadesconocidascodificadasporel
ADN nuclear, sintetizadasen los ribosomascitoplasmáticosy transportadosdentro de la
mitocondriay caracterizadasporanálisisde secuencia[pararevisiónver Walker (1992)].

El origende la considerablediferenciaen la complejidaddeestecomplejorespiratorio,

entrelos distintosorganismos,no estáclara así como la función exactadealgunasde las

subunidades. Algunas de las proteínasadicionales,pueden conferir otras actividades

enzimáticaso sernecesariasparael acoplamientodel complejo.Así, en N. crassa(Sackmann

y cols., 1991) y en buey (Runswicky cols., 1991), seha detectadouna asociaciónestrecha
entre una actividad transportadorade gruposacilo con el complejo1, lo cual sugierela
existenciade otras, hastaahora desconocidasfuncionesbioquímicasen este multímero

enzimático.Larelaciónentrela actividadacil y la del complejo1 permanecedesconocida.

La enzimapuede ser extraíday purificadade la mitocondriapor tratamientocon
detergentesde salesbiliares, seguidode fraccionamientocon salesde amonio (Hatefiy cois.,
1962a,Heron y cols., 1979). La enzimaaisladaes capazde catalizarla transferenciade
electronesdelNADH a un grannúmerode aceptoresartificialesasícomoa su aceptornatural;
la ubiquinona(Ragan,1976).
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INTRODUCCIÓN

Loscentrosrédoxdel complejono seconocenaúnen su totalidad; sesabequecontiene
FMN, ubiquinona,cuatrocentrosferrosulfurodetectablespor EPR, denominadosNlb, N2,
N3 y N4), reduciblespor NADH (Ohnishi y cols., 1981, 1985) y posiblementedos o más
centrosferrosulfuro, EPRsilentesy no reduciblespor NADH (Hatefi, 1985).

Debido a la gran complejidadde la enzima,los diferentesfraccionamientosde la
enzimaen subeomplejoshanÑcilitado los estudiosfuncionales,encaminadosal conocimiento
de la secuenciade los centrosrédox y del mecanismode acciónde la enzima,asícomolos
estudiosestructuralesmedianteel empleo de agentesde entrecruzamiento(Yaxnaguchiy
Hatefi, 1993), que han posibilitado una visión topológica sobre la disposición de las

subunidadesenel complejo.Deestaforma, el fraccionamientodel complejo1 conperclorato

mas sulfatoamónicoa permitidoidentificar los elementosfuncionalesdel complejo:

a) Una flavoproteina(FP) con tres subunidadesde masasmoleculares51, 24 y 10 kDa.
Manifiesta actividad catalítica. Transfiereelectronesdel NADH al ferricianuro, y posee

actividadenzimáticaconanálogosdeNAD y variosaceptoresartificialesdeelectronescomo

3—acetilpiridina, 2,6 dicloroindofenoly menadiona,perono escapazde transferirelectrones

a la ubiquinonay no es sensiblea rotenona(GalanteY Hatefl, 1979).

b) Proteínaferrosulfurada(IP) con seiso sietesubunidadesde masasmolecularesde75, 49,

30, 18, 15, 13 y posiblemente20 kDa(Ragan,1987;Masui y cols., 1991)queparececontener

algunosde los centroferrosulfuro.

e) Fraccióninsoluble(HP) quecontiene15 polipéptidosentrelosque seencuentrantodas

las subunidadescodificadasporel ADN—mt. No hay evidenciadequemantengasuintegridad

estructuralduranteel procesode fraccionamiento.

Por otraparte,el usode detergentesno desnaturalizantescomoN,N dimetildodecil

N—oxido (LDAO) separados subcomplejoslcr y 113, los cualesrepresentanlos dominios
estructuralesextrínsecoeintrínsecorespectivamente(Finel y cols., 1992).

a) El subcomplejolcr, tranflere electronesdesdeel NAUR al ferricianuro y la
ubiquinona—1y contienealrededorde 22 subunidades,todoslos Fe—S detectadospor EPRy
los gruposprostéticospresentesen el complejointacto. Comprendetodaslassubunidadesde
los subcomplejosIP y FP.

b) El subcomplejo 113, contiene alrededor de 15 subunidades,marcadamente

hidrofóbicas.No contieneningúnFe—S,y no sele atribuyeningunafunciónbiológica.
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Recientesestudiosen cristalización del complejo 1 por análisis de imagen de
micrograffisde electrones,indicanquela enzimaesun dimeroqueparececontenerun hoyo
centralabiertoquepuederepresentarel centroactivohendidode la proteína(VanBelzeny
ecís., 1990; 1992).

Tabla1—2. Composiciónpolipeptfdicadel complejo1 encorazónde buey.

M (kDaf NOMENCLATURA” COMENTARIOS0

75 kfla (IP)

51 kDa(Fi’)

NDS

49 kDa (IP)

42 kDa

39 kfla, N?D4

30 kfla, ND1, ND2
24 ma (Fi’)

TYKI

B22, PDSW

PSST
pciv

AsHI

BiS, 18 kDa (IP)

B17

5GDH

B15,l3kfla (ll~, ND3

Bl4

B13, 13 kDa(IP)
15 kDa (IP)

B12
10 ma (Fi’), MML

B9, MLRQ

SDA1’

B8

AGUO
MWFE

MNLL

ND6

[4Fe-4S1,[2Fe-25J?

FMN, [4Fe.45];NADH

[2Fe-2S]?

2 x I4Fe.4S1

proteínaferrosulfurada?

proteínaferrosulfurada?

Transportadoradegruposacilo

Determinadapor electroforesiaempleandoel métodode Schággery cola. (1986).

~SegúnWalker (1992).

‘Asociaciónentreelementosfuncionalesy estructuralesconsubunidadesdel complejo(Walter, 1992).
* n.d.:no detectadaengel. La masamoleculardeterminadapor análisisdesecuenciaesde 19105.6Da.

75
51

50
49

42
39
30

24
23

22

20

19

19

18

16.5
16

15
14

13

13

12
10

9
8

8

7.9

7.5
7

6
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INTRODUCCIÓN

1.2.1.2.ALTERACIONES EN EL COMPLEJO 1

1.2.1.2.1.Patologíasasociadasal ADN mitocondrial

Un gran númerode enfermedadeshumanashan sido asociadascon defectosen el
procesode traslocacióndeprotonesen las enzimasdela cadenarespiratoriade la mitocondria.
Alrededordel 38% del genomamitocondrialcodificasubunidadesdel complejo1, siendolas
alteraciones asociadasa este complejo las más comunes. Las enfermedadesafectan
predominantementea órganoscongrandemandadeATP comocerebroy músculoesquelético;

a éstosles siguen,por ordendecrecientede severidad,el corazón,riñón e hígado.La pérdida
de la capacidadrespiratoriapuedesercompensadaenalgunostejidos,mientrasqueen otros,
puedealcanzarnivelesqueproduzcanunaalteraciónirreversible.

Se han descritonumerosasmutacionespuntualesqueafectana cuatro de las siete
subunidadesmitocondrialesdel complejo 1 y quedan lugar a diversaspatologíascomo la
neuropatíaóptica hereditariade Leber (LRON), la epilepsiamiocrónicacon fibras rojas
rasgadas(MERF), la encefalopatíamitocondrial, la acidosisláctica severa~LAS),la
necrosis infantil estriatalbilateral y el síndromede Kearns-Sayre(Wallace, 1989, 1992).
Tambiénseha asociadoa la enfermedadde Parkinson(Breakefleld, 1992) y al síndromede
Huntington(Parkery cols., 1990).

1.2.1.2.2.Implicacionesdel complejo1 en el envejecimiento:alteracionesfis¡opatológfras

DebidoalaspeculiarescaracterísticasdelADN mitocondrial, expuestasanteriormente,
la acumulaciónde mutacionesmitocondrialesa lo largode la vida, conducea la progresiva
pérdida de la función respiratoria en las células, contribuyendo a los procesos de
envejecimientoy a variasenfermedadesdegenerativas(Linnane y cols., 1989). Estudios
realizadosen humanosrelacionadosconla edadde los individuos, indicanunadisminuciónen
la actividaddela cadenarespiratoriaen mitocondriade músculoesquelético(Trouncey cois.,
1989)y en corazón(Mifller—Hocker, 1989). Porotra parte,sehandescritovariasmutaciones
que afectanal ADN mitocondrial, relacionadascon la edad. Una de ¿llasconsisteen la
deleción de 7 kb quecomprendecinco subunidadesdel complejo1 en pacientesde 70 años
(Sugiyamay cols., 1991; Katayamay cols., 1991). Otra deleciónde igual magnitudafectaa
individuos con enfermedadeshepáticas(Yamamotoy cols., 1992). El complejo1 también
pareceimplicado en la enfermedadneurodegenerativade Alzheimer, al encontrarseuna
mutaciónpuntualen el genND2 en cerebrosde 10 de 19 victimasde la enfermedad(Lin y
cols., 1991).
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1.2.2. COMPLEJO III

El complejom, ubiquinolcitocromoc oxidorreductasa(EC 1.10.2.2)de la cadena
respiratoria,tambiénconocidocomocomplejobc1, esun complejomultiproteico integralde
la membranainternamitocondrialquecatalizala transferenciade electronesdesdeel ubiquinol
al citocromoc captandodosprotonesde la matriz,generandoun gradientede protonesa través
de la membranainternamitocondrial con un balancetotal de cuatroprotonespor cadados
electronestransferidos.(Hinkle y cols., 1991). Esto generaun potencialde membrana
suficienteparala síntesisde ATP. Complejoshomólogosestánimplicadosen el transportede
electronesfotosintéticosen cloroplastosy algascianofíceas(Hauskay cols., 1983). Los

componentesrédox esencialesson dos citocromosb, un citocromo c, un centroFe—S y

ubiquinona.

La enzimaseha aisladode mitocondriade levadura(Sidhu y cols., 1982), plantas
(Berry y cols.,1991),Neurosporacrassa(Weiss y Juchs, 1978) y bacterias(Hashimotoy
cols., 1982). Enanimalessuperioresseha aisladoa partirde corazónde buey(Hatefi y cols.,
1962b).

Por electroforesisen geles de poliacrilamida se ha resueltoel complejo en 11
subunidades(ScMggery cols., 1986; Usuiy cols.,1991),cuyassecuenciasde aminoácidoshan
sidodeterminadas(Gencicy cols., 1991).

Tabla1-3. Composiciónpolipeptfdicadel complejomde corazóndebuey.

M (kDa)a NOMENCLATURA COMENTARIOS”

49 1 Corel

47 II Coreil
43.7 m Unión a citocromob

27.9 IV Unión a citocromoe

25 y proteínaferrosulfurada

13.4 VI Unión aubiquinona

9.5 vn
9.2 VIII ¡finge protein
8.0 IX UnidnaDCCD

71 X
6.4 XI

• Masamoleculardeterminadapor electroforesissegúnel métododeScbiiggery cok. (1986).

“Asociaciónentreelementosfuncionalesy estructuralesconlas subunidadesdel complejo.

11



INTRODUCCIÓN

La informacionestructuraldel complejoes muy limitada. La topologíadel complejo
seha estudiadoapartirdeestudiosde digestiónpor proteasas,modificaciónquímica,estudios
de entrecruzamientocon carbodiimidasy agenteshomofuncionalesy por microscopia
electrónica (González—Halpheny cols., 1988). A partir de estudios sobre cristales
bidimensionales(Leonardy cols., 1981),experimentosde velocidadde sedimentación(De
Vries, 1985)einhibidores (Nieboery Berden,1992), seha demostradoquela enzimaaislada
esun chinero.Hastahaceunosañosno ha sidoposiblela obtenciónde cristalesestablesde la
enzima(Wen—Hai y cois., 1991), adecuadosparala obtencióndel patrónde difracción de
rayos X (Berry y cols., 1991), pero hasta la fecha no se ha ofrecido ningún modelo
tridimensionalde la enzima.

12



II. OBJETIVOS



ORJEflVOS

Lamayorpartede los estudiossobreenvejecimientosecentranen la mitocondriay en
las lesionesmorfológicasy bioquímicasqueseproducenen la misma con la edad,como
orgárniloresponsabledela transducciónenergéticaen la célula, y a fin de ayudara esclarecer
un síntomaevidentedel envejecimiento;la falta de energía.Estosprocesospodríanestar
relacionados,con muchaprobabilidad,con la presenciaen la mitocondriade un ADN propio,
muy susceptibleal deterioroa lo largode la vida y quecodifica algunassubunidadesde los

complejosrespiratorios.

El propósitodel presentetrabajopuederesumirseen los siguientespuntos:

1.— Estudio de lasvariacionesmorfológicasde la mitocondriaconla edad,mediante
la determinación por microscopia electrónica de parámetros morfológicos
mitocondriales,talescomoel áreatotal de la mitocondriay la densidadde volumende
lascrestasmitocondriales.

2.— Caracterizaciónfuncional de la mitocondriaduranteel envejecimiento,estudiando
parámetrosfuncionales implicados en la homeostasisde la membranainterna
mitocondrial como son el consumode oxigenoy la entradade calcio, asícomolos
nivelesde ATP presentesen la mitocondria.

3.— Investigarel comportamientode la cadenarespiratoriaduranteel desarrollo y el
envejecimientodeterminandolas actividadesenzimáticasde los complejosimplicados.

4.— Interpretarlas posiblesvariacionesobservadasen la actividadde los diferentes
complejosrespiratorios,realizando,en loscasosmásdestacados,dostipos de estudios:

a) Estudiosfuncionales,mediantela cuantificaciónde losgruposcatalíticosque
intervienenen el procesode transducciónenergética, tales como grupos
prostéticosy centrosferrosulfuro.

b) Estudios estructuralesa nivel molecular, comparando los patrones
electroforéticosde las tresedadesconsideradasen el estudio,mediante:

— Implementaciónde un algoritmo matemáticocon objeto de obtenerun
densitogramapromedio para cada edad y determinar las variaciones
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significativasen el contenidode lasdiferentessubunidadesquecomponenlos
complejosrespiratorios.

— Utilización del parámetroFok.1conel fin de establecerla similitud entrelos
distintosdensitogramas.
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MATERIALES Y MÉTODOS

111.1.MATERIALES

111.1.1.INSTRUMENTACIÓN

Agitador de balanceode SBB® modelo AB—2.

AnalizadorautomáticodeimágenesIBAS deKontron.
Aparatode ultrafiltraciónde aguaMillipore’ modeloMilli—Q.

BalanzasPrecisa125 A y 300M.
Baño termostatizadolJnitronic 320 OR de P. Selecta.

Cámarafría a 40(2

Cámaraoscurapararevelado.
Centrífugade mesaBiofugeB deHeraeus.

CentrífugaSorwall RC—SB.

Congeladoresde —200C y de—800C.

Contadordecentelleolíquido Interchnique—3000L.

Cubetade electroforesisdeHoefferHSI, modeloSE 600.
Densitómetroláserde MolecularDynamicsequipadoconel programaImageQuant”’.
Electrodode oxígenoClark (Yellow Spring,EEUU).
EspectrofotómetroUvicon 940 de ControlInstruments.

EspectrofotómetroSpectronic601 deMilton Roy Company.

Estufamodelo210de P. Selectaaptapara2000(2.
FluorómetroSLM Aminco serie2.

FuentedealimentacióndePharmaciamodelo EPS500/400.

llomogenizadorOmni—Mixer de Sorwall conémbolode teflón.

LectordeELISA SLT deLab Instruments.

LuminómetroWallaceLK—13 1250.
MicroscopioelectrónicoJeol200.

OrdenadorDELL DimensionXPSP60conprocesadorPentium”’ de intel inside®.
pH—metroPHTM 82 deRadiometerCopenhagencon electrodoCrison.

SonicadorSonifier450.

SpeedyacconcentradorSavant,modeloVP100.

UltracentrífugasBeckman modelosLS—SO y XL—90 conrotor 5W28.
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111.1.2.REACTIVOS

Todoslosproductosquímicosempleadosen la realizacióndela presenteTesisDoctoral
han sido de la mtcima purezaanalíticacomercialmentedisponible.La procedenciade los
reactivosde usomásespecificoseindicaráa medidaqueaparezcanen el texto.

111.1.3.MATERIAL BIOLÓGICO

Los estudiossehandesarrolladoconratasWistar hembras,sin distinción de sexoen
lactantesyaque setrabajóconcamadas.Losanimalessemantuvieronenjaulasde plásticoen
habitacióna 220(2,con ciclos naturalesdía—noche,dietaequilibraday libreaccesoal agua.

Seseleccionarontresgruposde animales:rataslactantes(15 días), ratasadultas(4—6
meses) y ratas viejas (26—30 meses).Los animales se sacrificaron por decapitacióne
inmediatamenteseprocedióa la extracciondel hígadoy purificaciónde las mitocondrias.

~.2. PURIFICACIÓN DE MITOCONDRIAS

111.2.1.AISLAMIENTO DE LAS MITOCONDRIAS

Las mitocondrias se aislaron a partir de hígados de ratas de las tres edades

seleccionadas,por el métodode Gazzotyy cols. (1979).El hígadode la ratareciénsacrificada
setroceéfinamentey selavévariasvecescontampónTris—ECl 10 mM, pH 7.4, conteniendo
sacarosa0.25 M y EDIA 0.5 mM, previamenteenfriado a 40(2~ Se añadieron10 ml de
tampónpor mg de tejido e inmediatamentesetransfirióa un homogenizadorcon émbolode
teflón aumentandoprogresivamentela velocidada medidaqueseintrodujoel émbolohastael
fondo. La operaciónse repitió dosveces.El homogenizadosefiltré en gasay secentrifugó
a 800 g durante10 minutos. El sobrenadantesedecantécuidadosamentesobre gasapara
eliminarla grasay secentrifugóa 10000g durante8 minutos.El sobrenadantesedescartóy
el sedimentose resuspendióen un volumende tampón(igual al anteriorpero sin EDTA) 2.5
vecesel pesoinicial del hígado.La resuspensiónseha dellevar a cabocuidadosamentecon
unayanilla devidrio redondeadacon objeto deno romperlas mitocondrias.La suspensiónse

volvió acentrifugara 10000g durante8 minutos.Sedescartéel sobrenadantey el precipitado

seresuspendióen el mismotampóny secentrifugócomoen la etapaanterior,repitiéndosela
operacióndos vecesmás. Todo el procesoselleva a caboa 40(2 y con la mayorrapidezposible
conobjetode evitar en lo posibleel consumode sustratosendógenosde las mitocondrias.
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111.2.2. CRITERIOS DEPUREZA

Se eligieron los siguientesmarcadoresenzimáticosparadeterminarla purezade las
mitocondrias: 5’ nucleotidasa(membranaplasmática);glucosa—6fosfatasa(microsomas),

citocromocoxidasa(membranainternamitocondrial),monoaminooxidasa(membranaexterna
mitocondrial)y malato—NADEoxidorreductasa(matriz mitocondrial).Lasdeterminaciones
enzimáticassellevarona cabotantoen el sobrenadantecomoen el precipitadode la última
centrifugacióndel procesode purificaciónde las mitocondrias.Los ensayosrealizadosse
describenmásadelanteen el apanado111.5.2.

1111.2.3. CARACTERIZACIÓNMORFOLÓGICAY FUNCIONAL

111.2.3.1.MICROSCOPIA ELECTRÓNICA

Los estudiosmorfológicossellevarona caboen un microscopioelectrónicoJeol200.
Lasporcionesde las fraccionesmitocondrialessefijaron por inmersiónen tampóncacodilato
sódico0.1 M, pH 7.2,conteniendo2.5% de glutaraldehidoy 4% de sacarosay postfijadasen
tetraóxidode osmioen el mismotampóntodala nocheseguidopor deshidrataciónpor medio
dealcoholy embebidasenEpon.

Los estudiosestereológicosserealizarondeterminandolos parámetrosmitocondriales
dedensidaddevolumeny densidadnuméricade las crestasmedianteun analizadorautomático
de imágenesIBAS (Kontron, R.F.A.) por el procedimientodeWeibell (1979) parael análisis
deáreas.

111.2.3.2. CONSUMODEOXIGENO

La velocidaddeconsumode oxígenosedeterminéutilizandoun electrodode oxigeno
tipoClark (Yellow Spring, EE.UU.) calibradocon ditonito sódicosiguiendoel procedimiento
de Carafoli y Semenza(1979). Los experimentosse llevaron a cabo en una cubeta
termostatizadoa 270(2 + 1 conagitaciónmoderadaconstante.La reacciónseinició con la
adiciónde 1—2 mg deproteínamitocondrialy succinatopotásicohastaunaconcentraciónfinal
deSmM aun medioqueconten~Tris—HO 5 mM, pH 7.4, KCl 120 mM, fosfatoinorgánico
2 mM y rotenona12 sg/mgde proteína.Transcurridoun minuto seañadióa la suspensión
ADP hastaunaconcentraciónfmal de 0.14 mM con objeto de estimularla respiración.El
potencialse midió hastaquela mitocondriavolvió a suestadode respiraciónlenta.
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111.2.3.3. CINÉTICA DETRANSPORTEDE CALCIO EN LA MITOCONDRIA

La entradade calcio en la mitocondriasedeterminópor el métododeBorle (1975). La
mitocondria(0.6—0.7mg de proteína/mí)en tampónTris—ECl 10 mM, pH 7.4 quecontenía
sacarosa125 mM, succinatopotásico10 mM, cloruromagnésico4 mM, fosfatoinorgánico
4 mM, ATP 5 mM, cloruro potásico33 mM y unaconcentraciónfinal de Ca2~de 5 gM se
incubó a 250(2 con agitaciónconstante.La reacciónse inició por la adición de 2 MCi de
45Ca2~/ml.A diferentesintervalosde tiempo(10, 20, 30, 60 y 90 segundos)serecogió 1 ml
de la mezclade incubacióny se separóla mitocondriamedianteifitración a travesde filtros
Millipore de0.25 g de poro.

Los filtros selavaroninmediatamentedespuéscon2 ml de medio frío (40(2) con el fin
depararla reaccióny seintrodujeronen tubos quecontenían5 ml de líquido de centelleo.La
radioactividadsemidió en un contadorde centelleolíquido Interchnique—3000L.Cadamedida
se realizópor duplicado.

1111.2.3.4. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO TOTAL DE ATP EN LA

MITOCONDRIA

El contenido total de ATP se determinó en mitocondrias tanto en el estado3
(respirantes) como en el estado4 (dereposo)por el métododescritopor Stanleyy Williams
(1969).Lasmitocondriasfueronresuspendidasen tampónTris—HCI 5 mM, pH 7.4, K(2l 120
mM, fosfatoinorgánico2 mM y rotenona12 gg/mgdeproteína.Parainducirla respiración

se añadieron ADP y succinatopotásico hasta concentracionesfinales de 1 y 10 mM
respectivamente.

Un ml de cadaunade las suspensionesmitocondriales(tanto en mitocondriasen el
estadode reposocomo en las activadascon ADP y succinatopotásico),se incubarona la
temperaturade 250(2 durante2 minutoscon agitación suavey se añadió 1 ml de ácido
perclóricoal 8% (y/y). Las suspensionessesonicarondurante30 segundosy secentrifugó
12000 g durante5 minutos. El pH del sobrenadanteseajustéa 7.5. A continuación,se
diluyeron200 pU del sobrenadantehasta1 ml conTris—ECl 10 mM, pH 7.5 quecontenía
EDTA 2.5 mM y seañadieron100 M1 de luciferasa.

Finalmente,el contenido total de ATP en la mezclade incubación se determiné
utilizandoun luminómetroWallaceLK—13 1250.
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111.3. PURIFICACIÓN DEL COMPLEJO rm

Aunque existenvarios métodosparala purificación en animalessuperioresde los
complejos1; Hatefi y cols. (1962a),Ragan(1987) y Finely cols. (1992)y parael complejo
III; Hatefly cols. (1962b),Yu y Yu (1980),Schaggery cols. (1986),sélosehandescritodos
métodosespecíficosparala purificacióndel complejo1—111; Hatefl y cols. (1961) y Hatefl y
Rieske(1967a),en corazónde buey,basadosen la precipitaciónfraccionadade las proteínas
mitocondrialescon reactivoscaotrópicos,aunqueel segundoes en realidadun método
mejoradodelprimero.El complejo1—111 obtenidopor estosmétodospuedefraccionarseen el
complejo 1 (Hatefl y Rieske,1967b) y en el complejoIII (Rieske,1967). No existendatos
bibliográficosparala purificacióndel complejo1—111 ni de ningúnotro complejode la cadena
respiratoriamitocondrialen rata.

111.3.1.OBTENCIÓN DEL COMPLEJO1-111

El complejo1—111 sepurificó por el método de Hatefi y Rieske, (1967a).El método
consisteen el fraccionamientode la membranamitocondrial internapor tratamientocon
deoxicolatopotásicoy precipitaciónselectivade las proteínasmitocondrialesmedianteel
empleode acetatoamónico.

La purificacióndel complejoseha efectuadoen unaultracentrífugaBeckmanXL—90
conun rotor tipo SW28 (rm= 16.1 cm), queno permitealcanzarlas30000rpm necesariasen
las centrifugacionesdel procesode purificación. Por estarazón,ha sidoprecisoalargarlos
tiemposde centrifugaciónen la medidanecesariaparaobtenerunaduplicidaden la carrera.
Los valoresde los tiempos de centrifugaciónadaptadospara 28000 rpm aparecenentre
paréntesisjunto a lascentrifugacionesdel métodooriginal quesedescribea continuación.

A) REACTIVOS

— Sacarosa0.25 M
— TampónTris—Sacarosa—Histidina(TSH), pH 8.0:

Sacarosa0.66M
Tris 50 mM
Histidina 1 mM

— Acetatoamónicosaturadoal 50% (740gIl agua)
— Deoxicolatopotásicoal 10% (plv), pH 8.0
- TampónTris-HCl 10 mM, pH 8.0
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B) PROCEDIMIENTO

Las mitocondriasaisladaspor el procedimientodescrito en el apartado111.2.1.,se
resuspendierontrasla última centrifugaciónen sacarosa0.25 M hastaunaconcentraciónentre
50—70 mg/mí, congelándosea ~200Chastasu uso. Las mitocondriassedescongelarona
temperaturaambientediluyendoconsacarosa0.25 M hasta30 mg/mi, homogenizandoen un
homogenizadorde vidrio; posteriormentesecentrifugóa 30000rpm durante20 minutos(23
minutos). El precipitadose resuspendióen tampón TSH hastaajustarla concentraciónde
proteínaa23 mg/ml. Si apareceen el fondo del tuboun precipitadomarrónmásoscuro,éste
debedespreciarse,paracogersolo la suspensiónqueestépor encima.

Unavezresuspendidoel precipitado,seañadiódeoxicolatopotásicoal 10% (p/v) a una
concentración0.3 mg de deoxicolato/mgdeproteína,seguidode KCI a unaconcentraciónde
72 g/l (la sumade los volúmenes de la suspensiónmotocondrial más el volumen de
deoxicolato).Unavez disuelto el KCl se centrifugóa 30000rpm durante30 minutos (35
minutos). El precipitadoverdecontieneel complejoIV de la cadenarespiratoriay puede
conservarsea—70~Cparasu posteriorpurificación. Al sobrenadanterojo claro, quecontiene
los restantescomplejosmitocondriales,seañadieron0.25volúmenesde aguadestiladafría y
sevolvió a centrifugar30 minutosa 30000rpm (35 minutos). Sedescartéel residuoverde
oliva y el sobrenadantese colocó en membranasde diálisis de 2—2.5 cm de anchura,
dializándosefrentea 8—10 volúmenesde tampónTris—HCI 10 mM, pH 8.0 durante3 horas
en cámarafría. La mezclaturbia secentrifugó75-90 minutosa 30000rpm (86-105minutos).
E sobrenadanteamarillocontieneel complejoy y puedealmacenarsea —700C. El precipitado
rojo oscuroseresuspendióy homogenizósuavementeen un pequeñovolúmende TSH y se
almacenóhastasu usoa ~20o(2.

El precipitadosedescongeléa temperaturaambientehomogenizandosuavementepara
evitar la formacióndeespumay seajustéla concentracióncontampónTSH a 10 mg/ml. Se
añadiódeoxicolatopotásicoaunaconcentraciónde 0.5 mg/mgde proteínaseguidodeNH

4AC
saturadoal 50% a unaconcentraciónde 16.5 ml/lOO ml (volumentotal de la suspensión).Se
esperé15 minutos a 00(2 y se centrifugó a 30000 rpm 30 minutos (35 minutos). E
sobrenadanterojo setratócon5-6.5 ml de NUIA(2 al 50% /100ml. Tras esperar15 minutos
a 0

0C se centrifugóa 30000rpm 30 minutos(35 minutos). Se desechóel precipitadoy se
añadióal sobrenadante3.3 ml de NH

4Ac/100 ml de suspensión.Seesperé15 minutosa 0
0C

y secentrifugóa 30000rpm durante45 minutos(52 minutos).E sobrenadanterojo contiene
el complejo11—111. E sedimento,queconsisteen un materialdensomarrónrojizo quecontiene
el complejo1—111, se resuspendiócon TSH, conservándosea ~200Ccon pérdidade poca
actividad.El procesoseesquematizaen la figura 111-1.
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MITOCONDRIA (Ganoty y col.., 1979)
-20C, 50-70 mg/mI

Diluir, 30 mg/ml con sacarosa 0.25 M

28000 rpm 23’

preci
1ítado (Pl)

ajustar a 23 mg/ml con T5H
1) deoxicolato 10% (0.3 mg/mg proteína)
2) ¡CCI 72g/l

sobrenadaste

28000rpm 35’

sobraadante(52) precipitado
0.25 y 1120 a 0C <complejo ~O

28000 rpm 35’

sobrenadanto precipitado
Dializar 3 lien Tris/HCI 50 mM, PH 8.0

28000 rpm 105’

sobrcoadaolo
<complejo y)

precitítado (P4)

ajustar con TSH a 10 mg/ml

1) deoxicolato 10% (0.5 mg/mgproteína)
2) N~H4Ac 50 % (16.5n,L/100 mO
3)15’ a 0C

28000 rpm 35’

sobrenadante precipitado

1) NH4Ac 50% (6 ml/lOO mi)
2)15’ a 0C

28000rpm 35’

precipitado

prwi~tado (P~
COMPLEJO 1-111

Hguram—i.Puríficadén del complejo i—m por el métodode Hatefi y Rieske (1967a).En negrilla semuestran
las etapas seleccionadaspara el seguimientodel procesodo purificación.

sobrenadanto

1) NH,Ae 50% (3.3 ml/lOO mI)
2)15’. 0C

28000 rpm 52’

sobrenadaste
<complejo 11-111)
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111.3.2.CRITERIOS DE PUREZA

Paraseguirel procesodefraccionamientode la mitocondriay purificacióndel complejo
1—111, seseleccionarondiversasetapasdel procesoensayándoselas actividadesenzimáticasde
las siguientesenzimasmitocondriales:malatodeshidrogenasa(malato-NADHoxidorreductasa)
de la matriz mitocondrial, citocromo c oxidasa, succinato—citocromoe oxidorreductasa,
succinato-coenzimaQ oxidorreductasay NADH—citocromo e oxidorreductasade la membrana
internamitocondrial . Los ensayosefectuadossedescribenmásadelanteen el apanadom.5.2.

m.4. ELECTROFORESIS EN GELES DE TRICINA

De todos los sistemasdescritosen la bibliografTa, tan solo el métodode Schággery
cols. (1986) permitela resoluciónde todaslas subunidadesdel complejoIII. El sistemade
electroforesisen gelesde poliacrilamidade Swanky Munkres (1971) con 12.5%T, 3% C y
urea 8 M, requieremucho tiempo de electroforesisy sin gel de apilamiento,provocala
difusióndelas bandas,a la vez quela curvade calibradono conservala linealidaden todoel
gel, ocurriendounarupturaentre10—20 kDa. El sistemadeMerle y Kadenbach(1980) con
16.5% T, 3% (2 con glicerol y/o ureapresentael mismo problemaen la linealidaddel
estándar.Ambos no separanla proteínade 9.175 kDa de la de 9.5 kua. Por otra parte,es
necesarioel empleo de un procedimientode tinción modificado ya que las disoluciones
metanólicasno tiñen la subunidadde 8 kDa.

El poderde resolucióndel métododeSchiggery cols., seincrementaal disminuirel
masamolecularde las proteínas.El método, descritooriginariamenteparala resolucióndel
complejo nI, presentauna resoluciónóptima en el rango de separaciónde 2—100 kDa,
intervalo en el queseencuentrantodaslassubunidadesdel complejo1—111. Por otra parte, la
representaciónsemilogarftmicade la regresiónlineal entrelas movilidadesrelativasde las
bandasy sus masasmolecularespresentaun comportamientolineal en todo el rango de
separación.

El sistemade gel puedetambiénser usadopara separación preparativa de pequeñas
proteínasy fragmentosde proteínasparasecuenciaciónde aminoácidosy parala separación
de subunidadesproteicasunidascovalentementeconinhibidoresde transportede protonesy
electrones.El uso dela ureapuedeconduciral bloqueode los grupos amino y su empleo debe
evitarse.La glicina usadaen el métodoclásicode Laemmli (1970) sereemplazapor la tricina.
De estaforma seeliminan las dificultadesen la preparaciónde las muestrasparasecuenciar
aminoácidos.
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A) PREPARACIÓNDEL GEL

Seutilizarongelesdedimensiones16x18x0.15 cm. Lasdisolucionespatrónempleadas
en la electroforesis se muestran en la tabla 111—1. Todaslas disolucionesdebenfiltrarse y
desgasificarse previamente y pueden conservarse a temperatura ambiente excepto la
acrilamida/bisacrilamidaquedebemantenersea 40C.

Tabla m-i. Disolucionespatrón empleadasen la electroforesisen gelesde poliacrilamida.

Disoluciones Tris (M) Tricina (M) HCl (M) SDS (%)

Tampón dnodo 0.2 —. —

Tampdncátodo 0.1 0.1 — 0.1
Tampón gol 3.0 — 1.0 0.3

Acrilamida/ 48% Acrilanaida (p/v)/
bisacrilanida 1.5% bisacrilamida (ph’)

Ajustado a pH 8.9con HCI.

Entre lasplacasde cristal, limpias y secas,sevacié el gel separador(tabla 111—2)
previamentedesgasificadojunto a 100 ~¿ldepersulfatoamónicoal 10% (p/v) frescoy 10 gí
de TEMED, por cada30 ml de disolución, dejandopolimerizarel gel durante20 minutos.
Para asegurar una interfase regular entre el gel separadory el gel concentrador,secubrió la
superficiesuperiorconun pequeñovolumende isobutanolal 10% (y/y). Unavez polimerizado
el gel, sedecantéy selavó conabundanteaguaparaeliminar el isobutanol.Posteriormentese
añadióel gel concentrador,preparadoconlascantidadesqueseespecificanen la tabla111—2
y conteniendo 100 ¡¿1 de persulfatoamónicoal 10% y 10 pl de TEMED, por cada12 ml de
disolución,dejandopolimerizardurante15 minutos.

Tabla 111-2.Composicióndel gel separadory del gel concentrador.

Gel separador 16%

Componentes 0.15cm 0.075cm Gol concentrador 4%

Acrilamida/ 20m1 IOml lml

bisacrilaxnida
Tampdngel 20m1 lOnil 3m1
Glicerol Sg 4g
Aguahasta 60m1 30m1 12m1
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Losgelespreparadospresentanlas siguientescaracterísticas:gel concentrador,4% de

acrilaniida(4.125%T, 3% C);gel separador,16% deacrilamida(16.5%T, 3% C).

B) PREPARACIÓNDE LAS MUESTRAS

Las muestasfueron incubadasen tampónTris—HCI 50 mM, pH 6.8, SDS al 5%,
glicerol al 15%, ¡3 —mercaptoetanolal 2% y azulde bromofenolal 0.003%.Posteriormente
fueronsumergidasen aguahirviendodurante3 minutosparala reducciónde las muestras.

C) CONDICIONES DE ELECTROFORESIS

Como marcadoresdepesosmolecularesseutilizó el estándarBroad(Biorad) y parael
seguimientode la electroforesisse incluyeron en el gel 15 gí de estandarBroadpreteflido
proporcionadotambiénpor Biorad.

La electroforesissellevéacaboen un aparatoHoeffer SE 6(X) a temperaturaambiente
usandounafuentede alimentaciónPharmaciaEPS500/400bajo la siguientescondiciones:

1—2 horas a 30 y (15 mA) hasta que las muestras penetraron totalmenteen el gel
separador.

15—18 horasa50 mA constantes(el voltaje seelevó de 80 a 250 y).

D) TINCIÓN DE LOS GELES

Lasbandasfueronfijadaspreviamenteen unadisoluciónconmetanolal 50% y acido

acéticoal 10% durante3 horas.La tinción se llevó a cabo sumergiendolos gelesen una
disolucióndeazuldeCoomassie11—250al 0.1% y ácido acéticoal 10% durante4 horas.Los
gelessedestiñeronconunadisoluciónde ácido acéticoal 10%.

m.s. MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS

111.5.1. DETERMINACIÓNDELA CONCENTRACIÓNDEPROTEÍNA

La concentraciónde proteínaen todaslas muestrasse llevé a cabopor el método
colorimétrico dc Bradford (1976)basadoen la formaciónde un complejoentreel colorante
azulde Coomassie0—250 y aminoácidosbásicosy aromáticosde lasproteínas.Lasmedidas
sellevaronacaboenun espectrofotómetroSpectronic601 a 595nm usandoel reactivoProtein
Assayde Biorad y albúminade suerobovino comoestándar.
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111.5.2.DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Todoslos ensayosde actividadesenzimáticasseefectuaronin siW, a la temperatura
adecuada,exceptoen algunasdeterminacionesdel complejo 1—111 que se realizaroncon
muestrasde mitocondriao de complejocongeladosa~70cCduranteun periodomáximode 10
días,en el quela enzimaconservaíntegrasuactividad.

Paralas determinacionesenel complejo1—nl purificado, y con el fin de reconstituirlo,
se añadiópreviamentea la mezclade ensayo1 mg/ml de unasuspensión(40 mg/mí) de
fosfatidilcolinatipo IV—S de semillade soja (Sigma) sonicadaen tampónTris—HCl 50 mM,
pR 7.4,queconteníaEDTA 1 mM y colatoal 2% (p/v).

Los reactivosseprepararonel mismodía de los ensayos,o en su caso,mantenidosa
~20oC.Las medidasseefectuaronen cubetasdesechablesdeplásticoparalas determinaciones
en el visible y en cubetasdecuarzoparalas determinacionesen el ultravioleta,ambasde 1 cm
depasoópticoen un espectrofotómetroUvicon 940de Kontrol Instrumentsdedoblehaz, con
compartimentode cubetastermostatizado.

Los valoresutilizados en esta Tesisde los coeficientesde extinción molar de los
distintoscroméforoshansido: Afle~ = 6.22 106 1ff’ cm~’, DPi? c6<,~ = 20.5 106 M’

1

cm , citocromoC ~ = 18.6 106 M’ cm’ benzaldebido~ = 120801ff’ cm’.

La actividadespecíficade lasenzimassedeterminésegúnla relación:
A.E.= AA/e c 1 t

siendo AA, el incrementode absorbancia;At, el intervalo de tiempo considerado;e, el
coeficientede extinciónmolardel cromóforo;c, la cantidadde proteínay 1, el pasoópticode
la cubeta.

111.5.2.1.NADH UBIQUINONA OXIDORREDUCTASA

La actividaddelcomplejo1 (EC 1.6.5.3)de la cadenarespiratoriasedeterminépor el
métododeHatefi (1967b).Debido a la insolubilidaddel aceptornatural, la ubiquinona1, en
la mayoríade losestudiossobreactividadesenzimáticasseutiliza el análogodecilubiquinona
o coenzimaQ2. La enzimaactúaoxidando el NADE y transfiriendo los electronesa la
ubiquinonasegúnel siguienteesquemageneral:

2 NADE + coenzimaQ —+2 NAD~ + (coenzimaQ)H2
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En la cubetade reacciónseañadieron:
0.2 ml de tampónfosfato0.1 M, pH 8.0
20 ~¿1de NaN3 0.1 M neutralizada
100 gí ubiquinona2 (Sigma), 1 mM
15 ~ulEDTA 1 mM
10 gí de proteína
aguabidestiladahasta0.98 ml

Blanco: 0.98de la mezcladereacción+ 20 gí de tampón.

Seincubéla mezclaa37
0Cdurante2 minutos,añadiéndosea la cubetade muestra20

gí de NADH (BoehringerMannheim) 15 mM. Seregistréel descensode absorbanciaa 340
nm correspondienteala oxidacióndel NADH.

111.5.2.2.SUCCINATO COENZIMA Q OXIDORIREDUCTASA

La succinatocoenzimaQ oxidorreductasa(EC 1.3.99.1)o complejo11 de la cadena
respiratoriaseensayépor el métodode Ziegler y Doeg (1962), basadoen la oxidacióndel
succinatosegúnla reacción

Succinato+ coenzimaQ —+ fumarato+ (coenzima03112

La tasade reducciónde la CoenzimaQ por el succinatosedeterminéindirectamente
siguiendoel cambiode color de un colorantereduciblecomoel 2,6—diclorofenolindofenol
(DPI?), el cualesreducidorápidamentepor el ubiquinol o (Co 03112. En lascondicionesdel
ensayoel DPIP no sereduceen ausenciade coenzimaQ.

Secolocaronen lascubetastermostatizadasa 380(2 los siguientesreactivos:
0.1 ml de tampónfosfatopotásico1 M, pH 7.0
0.1 ml de succinatopotásico0.1 M, pH 7.0
15 ~¿lDPI?!> (Sigma)0.1 % en tampónfosfato, pH 7.0

lOgl EDTA 1 mM
10 gí Triton X—100 1%
20 gí coenzimaQ al 0.5 % en etanol
Agua destiladahasta1 ml.

Se añadieron50—70 gg de proteína,registréndoseel descensode absorbanciadel
colorantea600 nm.
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111.5.2.3. UIBIQUINOL CITOCROMO c OXIDORREDUCTASA

El complejoIII de la cadenarespiratoriao complejobc1, (EC 1.10.2.2)catalizala
transferenciade electronesdesdeel ubiquinol hastael citocromo c de acuerdoal siguiente
esquemade reacción:

Ubiquinol (QE2) + 2 cit c [jFe
3~j—+ ubiquinona(03 + 2 cit c [Fe2~]

La coenzimaQ reducida (Q
2H2) o ubiquinol sepreparópor el método de Rieske

(1967b) del siguientemodo:
Seañadieron10—50 mg de coenzimaQ2 o decilubiquinonasuministradapor Sigma,disueltos
en 5 ml de etanol,a 15 ml de unadisoluciónde tampónfosfato 0.1 M, pH 7.4quecontenía
sacarosa0.25 M. A continuaciónseañadierondos ml deciclohexanoy unapuntade ditionito
paraprovocarla reducción,agitándosevigorosamentela mezclaen un tubo cerradoy graduado
hastadecoloración.

Unavez formadala fasede ciclohexano,seeliminé conunapipetay secolocóen un
tubo cenado.La faseacuosasetrata conciclohexanoparaextraerla mayorcantidadposible
de la coenzima.Los extractosde ciclohexanomezclados,seevaporarona vacio hastaque
aparecióen el fondo deltubo un residuoamarillopálido. Estesedisolvió en etanolpurohasta
una concentraciónde 10 mg/ml. Pararetardarla oxidaciónde la coenzimaQ reducidase
acidificóla soluciónalcohólicacon HCI diluido. La coenzimaQ2H2 seconservaen alícuotas
de 200~l a ~20oC durantevariosmeses.

La actividadenzimáticasedeterminépor el métodode Yu y Yu (1980).

Lacubetade ensayocontenía:
0.5 ml de tampónfosfato0.1 M, pH 7.4
0.25 ml NaN3 0.1 M
0.05 ml BSA al 10% (p/v)
10 ~¿lQ2H2 15 mM
10 pl deproteína
aguahasta0.9 ml

Blanco: 0.9 mIdela mezclaanterior+ 0.1 ml de tampón

Lasmuestrasseincubarondurantedos minutosa370(2, añadiéndoseacontinuación100
pl de citocromoc oxidadoal 1% (p/v) en tampónfosfato 0.1 M, pH 7.4, registrandoel
espectroa550nm.
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111.5.2.4.SUCCINATO CITOCROMO eOXIDORBEDUCTASA

La actividaddel complejoII—II?! de la cadenarespiratoriasedeterminépor el método
deTisdale(1967).Se fundamentaen el aumentode absorbanciaqueexperimentael citocromo
c al reducirseen presenciade succinato,por la acciónde la enzima. A fin de evitar la
reoxidaciondel citocromoe por la citocromooxidasafue necesariobloquearel último paso
de la cadenarespiratoriacon un inhibidor específicocomoes la azidasádicao el cianuro
potásico.

Succinato+ 2 citocromoe [Fe34]—Y fumarato+ 2 citocromoe [Fe24]

La mezclade reaccióncontenía:
0.1 ml de tampónfosfato0.1 M, pH7.4
0.1 ml de azidasádica0.1 M
0.1 ml de succinatopotásico0.1 M, pH 7
20 ~¿lde EDTA 1 mM
50 gIdeBSA al 10%
10

1il de proteína(1 mg/ml)
Agua bidestiladahasta0.9 ml

Blanco: 0.9 mIdela disoluciónanterior+ 0.1 mIdetampón.

Se incubé la mezclade reaccióna 37
0C durante2 minutos. La reacciónse inició al

añadira la cubeta0.1 ml de citocromoe oxidadoal 1% (p/v) disuelto en el tampónfosfato,
siguiéndosela cinéticaa 550nm.

111.5.2.5.NADH CITOCROMO e OXmORREDUCTASA

La NADH citocromoeoxidorreductasao complejo1—Hl de la cadenarespiratoria(EC
1.6.99.3),catalizala oxidacióndel NADE segúnla ecuación

NADE + 2 citocromoe [Fe34]—Y NAD4 + E4 + 2 citocromoe [Fe2fl

La actividaderizimáticadel complejosedeterminépor el métodode Rieske(1967) en
la quela reduccióndel ferricitocromoepor el NADE sesigueespectrofotométricamentea550
nm. Tambiénpuedemedirsesiguiendoel descensode absorbanciaa 340 nm producidopor la
oxidacióndel NADE por el ferricitocromoe.
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Seañadierona la cubeta:
0.2 ml de tampónfosfato0.1 M, pH 8.0
20 pl de NaN3 0.1 M neutralizada
2Opl NADE 15 mM
15 pl EDTA 1 mM
10 pl de proteína
aguabidestiladahasta0.9 ml

Blanco: 0.9 mIdela mezclaanterior+ 0.1 mide tampón

Se incubéla mezclaa 370C durante2 minutosy seañadierona la cubetade muestra
100 pl de ferricitocromoc al 1% (p/v), registrandoel espectroa 550nm.

111.5.2.6.CITOCROMO cOXIDASA

La enzimacitocromoc oxidasao complejoIV de la cadenarespiratoria(EC 1.9.3.1)
catalizala oxidacióndel citocromoc segunla reacción:

Citocromoc [Fe2~]+ 2 H~ + ½02—Y citocromoc [Fe3~]+ H
20

La actividad enzimáticase ensayépor el método de Smith (1955), basadoen el
descensode absorbanciadel citocromoc al pasardel estadoreducido(ferrocitocromoc) al
oxidado (ferricitocromoc). El citocromo c reducido se preparópor el procedimientode
Sottocasay cols. (1967) añadiendoa unadisolución 0.3 mM de citocromo c oxidado en
tampónfosfato 75 mlvi, pH 7.5—8 unosgranosde ditionito hastacambiode color. Seagitéy
secentrifugóhastaqueno seapreciaronburbujas.SeneutralizóconHCl diluido y seajusté
la concentracióndel citocromoc reducidoa 0.08 mM con el tampónfosfato. El citocromoc
reducidoseguardóen alícuotasde 1 ml a ~20oC.

La muestrade ensayocontenía:
0.8 mide tampónfosfato75 mM, pH 7.4
0.1 ml de proteína(0.5 mg/mi)

Blanco: 0.9 mide la mezclaanterior+ 0.1 mIdetampón

Se añadió0. 1 ml decitocromoc reducidoy seregistréel descensolineal a 550 nm.

También puedeseguirsela cinética polarográficamente,midiendo el consumode
oxígenode acuerdoconel métodode Sottocasay cols. (1967).
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111.5.2.7.MONOAMINOOXIDASA

La enzimamonoaminooxidasa(EC 1.4.3.4)cata]izala oxidaciónde monoaminasa los
correspondientesaldehídossegunel siguienteesquemade reacción:

R-CHrNH2+ 02 +H2O~+R~CHO+NHs~+11202

El métodoseguidoparadeterminarla actividadespecíficaha sido descritopor Tabor
y cols. (1954) y modificado por Salach (1978). Está basadoen la diferencia entre los
coeficientesde extinción molaresde la benzilaminay benzaldehidoa 250 nm.

Lacubetade muestracontenía:
1 ml de tampónfosfato 0.2M, pH 7.2 quecondeneTriton X—100 al 0.6% (p/v)
50 gí de proteína
Agua destiladahasta1.85 ml.

Blanco: 2.9 ml de la mezclaanterior+ 0.1 mIdetampón.

Se incubaronlas muestrasa300(2 durante3—5 minutos. La reacciónseinicié al añadir
alacubetade muestra100gí de benzilaniina0.1 M, neutralizadaa pH 7.0 conHCl. Se siguió
la cinéticaregistrandoel aumentode absorbanciaa 250 nm producidopor la oxidaciónde la
benzilamina.

111.5.2.8.MALATO NADH OXIDORREDUCTASA (MALATO DESHIDROGENASA)

La actividad de la enzimamalato-NADH oxidorreductasa (EC 1.1.1.37)seensayépor
el procedimiento descritopor Ochoa(1955)basadoen el descensode absorbanciadebidoa la
oxidacióndel NADH en presenciadela enzimay oxalacetatosegúnla reacción:

Oxalacetato+ NADH + H~ --—Y malato + NAD~

La mezclade reacciónen la cubetacontenía:
0.3 ml de tampónglidilglicocola0.25 M, pH 7.4
0.1 mIdeoxalacetato7.6 mM
0.1 ml de proteína(0.1 mg/mi)
2.4 ml de aguabidestilada

Blanco: 0.9 mIdela mezclaanterior+ 0.1 mide tampón.
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Sepreincubéa 350C, añadiendoa la cubetademuestra0.1 ml de NADH 15 mM. Se
registréel descensode absorbanciadel NADH a 340 nm.

m.5.2.9.GLUCOSA-6FOSFATASA

Esta enzima (EC 3.1.3.9) cataliza la defosforilaciónde la glucosa—6—Pen los
microsomas,conarregloa la reacción

Glucosa-6-P+ H
20 —Y glucosa+ P1

La actividadenzimáticasellevé a caboporel métodode Swanson(1955)estimando
el fosfatoliberadopor la determinacióncolorimétricade Fiskey Subbarow(1925).

A) REACTIVOS

— Sustrato
Tris-HCl 55 mM, pH 6.6
Glucosa-6-P11 mM
13—mercaptoetanol11 mM

— Reactivodeparada.
TCA 10% (p/v)

— Molibdatoamónico/H2504al 2.5% (i/v).

— Reductorde Fiske y Subbarow(Sigma).

B) PROCEDIMIENTO

Seañadieron0.9 ml de sustratoy 100pl de proteína.Seincubédurante15 minutos
parapermitir la formaciónde fosfato, parándosela reacciónpor la adiciónde 1 ml de TCA
10%. Secentrifugóparaeliminar lasproteínasa 3000rpmdurante10 minutos.

A un ml de sobrenadanteclaro seañadieron1.72 ml de aguadestilada,0.2 ml de
molibdatoamónicoy 0.08ml delreactivode Fiskey Subbarow.Al mismotiempo sepreparé
la rectapatróncon distintasconcentracionesde fosfatopotásico.Seesperaron20 minutos,
procediendoa continuaciónala lecturadel colora 660 nm.
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1111.5.2.10.5’ NUCLEOTIDASA

La enzima(EC 3.1.3.5) cataliza la conversiónde nucleótidosen sus respectivos
nucleósidosen presenciade GMP segunla reacción

XMP +H2O—+XOH+P~

La actividadenzimáticasedeterminépor el métodode Swanson(1955).

A) REACTIVOS

— Sustrato
Tris—HCI 55 mM, pH 8.5
MgCI2 55 mM
AMP 11 mM

— El restode los reactivoscomoen glucosa—6fosfatasa.

B) PROCEDiMIENTO

Seprocediódeigual forma queparala determinacióndela actividadenzimáticade la
glucosa—6fosfatasa.

111.5.3.DETERMINACIÓN DE CITOCROMOS

El contenidoen citocromosde la mitocondriasedeterminéregistrandoel espectrode
diferenciaentrelas formasreduciday oxidadadelos citocromosa temperaturaambientepor
el métodode Bookelmany cols. (1978),en un espectrofotómetrode doblehaz Uvicon 940de
Kontrol Instruments.En la cubetade referenciay en la de muestra(pasoóptico de 1 cm) se
colocóunasuspensiónquecontenía0.3—0.6 mg de proteínapor mi, 24 mM fosfatopotásico,
2 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, 60 mM KCl, 7 mM MgCI2, 90 mM sacarosa,1.6 mM ADP,
pH final de7.4. Bajo estascondicionesla mitocondriaseencuentraen el máximoestadode
oxidación.La reducciónde los citocromosen la cubetade muestrasepuedellevar a cabopor
los siguientesmétodos:

a) Seañadesuccinato10 mM másKCN 1 mM y seregistrael espectro.
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b) Seañadesuccinato 10 mM y 1 pg de antimicina A a la suspensiónmitocondrial y
se registrael espectro.A continuaciónseañadenunos granosde ditionito y sevuelve a
registrarel espectro.La antimicinaA fue suministradapor Sigmay sepreparédisolviendo5
mg en 1 ml de etanol.

De estasdos alternativas,seha optadopor la primerade éllasen los estudiosen
mitocondriapor dos motivos:

1.— El ditionito apanede reducirlos citocromosde la cadenarespiratoria,provoca
tambiénla reducciónde otroscroniéforosquepresentanbandasde absorciónen las
mismaslongitudesdeondacomohemoglobinay mioglobina(tabla111—3). La presencia
de estosdos últimos como contaminantesde las preparacionesmitocondrialesestá
descritaen mitocondriadehígadohumano(Ozaway cois., 1972) y fundamentalmente
enlas preparacionesde músculoesquelético(Bookelmany cols., 1978), aunqueno es
posible distinguir la contaminaciónentreambaspuestoquepresentanlas mismas
característicasespectroscópicasy por lo tanto el mismo espectrode diferencia.La
contaminaciónafectafundamentalmenteala bandasa y y del citocromob al solapar
susbandasdeabsorción.El empleode succinatomásKCN elimina el problemadela
contaminaciónporque la hemoglobinay mioglobina no se reducen bajo estas
condiciones.

Tabla111-3. Caractertsticasespedroscdpicasde los citocromosde la cadenarespiratoria y de laoxihemoglobina
y oximioglobina.

Bandas de absorción(nm)

0

Citocromo a+a> 605-630 . 445.455

Citocromo 1, 562-575 526-546 431.410

Citocromo c+c1 550-540 521-527 420.430

Oxihemoglobina/ 557 542 415
Oximioglobina
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2.— El contenidoencitocromosqueseobtienecon ditionito esmayorqueel obtenido
conKCN. Estopuededebidoa queno todoslos citocromosestánligadosa la cadena
respiratoriacomo han concluido Sato y Hagihara(1970) en células asciticasde
hepatomade ratón.

El espectrodediferenciadel complejo1—111 seregistréentre400y 650 nm en tampón
fosfato 50 mM, pH 7.4 conteniendocolatosódico al 0.5%. La reducciónse efectuécon
ditionito unavez eliminadoslos problemasquepresentaen la mitocondria.

El contenidoen citocromostantoen mitocondriacomoen el complejo1—Hl purificado,
sedeterminéa partir delos siguientesvaloresbibliográficosdelos coeficientesde extinción
molar: citocromosa+a3Ae~5.630= 16.5 mM’ cnf’ (Yonekati, 1960); citocromob Ac~.51.,

= 28.0mlvi’ cnt’ (Berdeny Slatter, 1970); citocromosc+c1 Ae553539 = 19.1 mlvi’ cnt’
(Oreeny cols., 1959).

Parala determinacióndel citocromoc+c1, debidoal solapamientode lasbandasde
absorciónentrelos citocromosb y c+c1, esnecesariosustraer0.11 vecesel AAsá3.m producto
de la absorcióndel citocromob del AA553.539 del citocromoc+c1 (Oreeny cols., 1959).

111.5.4.DETERMINACIÓN DE FMN

El espectrodeemisión de fluorescenciade las flavinaspresentesen el complejo1—111

sellevó acaboen un espectrofluorómetroSLM Aminco Serie2 en microcubetasde cuarzode
50 pl a temperaturaambienteconrendijasde emisióny excitaciónde 4 nm. Mientrasno se
recogíandatos,semantuvocerradoel pasode la luz paraimpedirsu incidenciadirectasobre
la muestraconobjetode evitar fotodescomposiciones.El contenidoen FMN del complejo1-111
sedeterminéinterpolandolos valoresdel máximode fluorescenciaen unarectade calibrado
construidaa partir de los espectrosde emisión de fluorescenciade distintasconcentraciones
de FMN. En todos los casosel espectrode emisión se midió entre400-700nm con una
excitacióna 445 nm paraunaemisión máximaa 526 nm. Los espectroscorregidosse han
obtenidodespuésderestarel espectrodel tampóny la bandaRamandel agua.

Las concentracionesdeFMN de la rectade calibradosedeterminarona partirde los
espectrosde absorción del FMN (Sigma) registradosa temperaturaambiente en un
espectrofotémetroUvicon 940en microcubetasde cuarzode 50 pl en tampón Tris—HCl 50
mM, pH 6.1. La concentraciónseestiméa 445 nm asumiendoun coeficientede extinción
molarparael FMN de 12.2 mM’ cnt’ a dicha longitudde onda.
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111.6.DETERMINACIÓN DE HIERRO NO HEMO

El contenidoen hierro no hemopresenteen el complejopurificado sedeterminépor
el métodode King (1964).A un volumenentre0.2—0.4 ml de muestracorrespondientesa 4—8
mg de proteínase añadióun volumenigual de HCI 2 N. La muestrase homogenizóy se
transfirió a un tubo cerradocalentandosea 1000(2 duranteuna hora. Se dejé enfriar
centrifugándoseseguidamentea 10000rpmdurante15 minutos.El precipitadoconstituyela
fraccióndehierro hemínico,quesedescartóy el sobrenadanteamarillo (fracciónde hierro no
hemínico)serecogiócuidadosamente.

Se añadierona 0.2 ml de sobrenadante50 pl de o—fenantrolinaal 0.25%, 5 pl de
hidroquinonaal 1% frescay 0.12ml decitrato sédicoal 25%. SeajustéelpH entre3.8 y 4.3
y se diluyó a0.5 ml. La mezclase mantuvoa temperaturaambienteduranteunahora. Al
mismo tiempo sepreparóuna recta de calibradoentreO y 1 pmol con sulfato ferroso. El
contenidoen hierro sedeterminémidiendola absorcióndel productoformadoa 509 nm.

111.7.DETERMINACIÓN DE FÓSFORO

Estábasadoen el métodode Barlett (1959)quese fundamentaen dosreacciones:

1.— Digestióncon ácidosfuertesdel compuestoorgánicode fósforoy obtencióndel
fósforoinorgánico.

2.— Formaciónde un compuestocoloreadoy cálculo dela concentraciónmediantela
lectura de la absorcióna una longitud de onda de 830 nm, comparandolacon la
producidapor un patrónde fósforo.

A) DISOLUCIONES

1.— Disoluciónestándarde fósforo. Sepreparaa partir de unadisoluciónmadrequecontiene
1 mg de fósforo por ml. La diluida se obtienediluyendo la anterior 100 veces.Ambas se
suelenconservara 40(2~

2.— Soluciónde molibdatoamónicoal 1% y al 5%. La primeradisoluciónsirve de catalizador
de la reacción de digestión de fósforo orgánico. La segundase agregapara formar el
compuestocoloreadodel ácido fosfomolíbdicocon el reactivode Fiske y Subbarow.Se
conservana 40(2 aunqueno perduranmuchotiempo.
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3.— Reactivode Fiskey Subbarow.Sedisuelven30 g de bisulfito sódico (Na2S2O5)y 6 g de
sulfito sódicojunto a 0.5 g de ácido l—amino—2—hidroxi—naftalén—4--sulfónico(ANS) de
Sigma,enaguadestiladahastallegara un volumende 250 ml.

4.— Acido perclóricoal 60% (y/y)

B) PROCEDIMIENTO

Las muestrasproblemaseintrodujeronen tubosde combustión(matracesKjeldhalo
tubos muy largos). En los tubos de combustióndestinadosa las muestraspatrón, se

introdujeron0.5 ml de la soluciónestándardiluida defósforo (equivalentesa 5 pg de fósforo).

A todoslos tubosseles añadióunasperlitasde vidrio parafavorecerla agitacióny 1.2

ml de ácidoperclóricoal 60% (y/y) quesirve parala digestiónde la muestra.Seañadieron
a continuacióndos o tresgotas de molibdatoamónicoal 1 % (p/v) y sedigirió durante20
minutosa 2400(2o durante30 minutosa2000(2.Serealizóen un bañode siliconapreparado
para acomodaruna serie de matracesKjeldhal o en una estufaeléctrica.Despuésde este

intervalo seesperóa queseenfriaranlos tubos, seañadieron0.3 ml de ácido perclóricoal
60% (y/y) y posteriormente8.5 ml de aguadestiladaen los tubos problemay blancos,
mientrasqueen los estándaresseañadieronsolo 8.0 ml de agua.Semezclévigorosamentey
seagregaron0.8 ml de molibdatoamónicoal 5% (p/v), mezclandode nuevovigorosamente.
Por último, se añadieron0.2 ml de reactivo de Fiske y Subbarow mezclandobien a
continuación.Los tubos secubrieronconpapelde aluminio y secalentaronen un bañode agua
hirviendodurante7 minutosparadesarrollarel color. Seenfriarondejandoreposardurante20

minutos (fijación del color) paramedir a 830 nm. Se refiere la concentraciónde fósforo a
concentracióndel compuestosi seconoceel pesomoleculardel mismo.

111.8.MÉTODOS INMLJNOLÓGICOS

111.8.1. OBTENCIÓNDEANTICUERPOSFRENTEAL COMPLEJO1—NI

El anticuerpofrenteal complejo1—nl seobtuvo por el métodode Herony cois. (1979)
descritoparala obtenciónde anticuerposparael complejo1 inyectando5 mg de complejo1-111
purificadodiluido en 1 ml deaguaen el lomo de un conejo.Transcurridascuatrosemanas,se
inyectaronintramuscularmentemuestrasidénticas.A intervalosmensuales,seextrajosangre
del conejode la venade la oreja. Tras la coagulaciónde la sangrea 210(2 duranteunahora,
el sueroseclarificó porcentrifugacióny seguardóen alícuotasde 200pl a —20

0C.
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111.8.2. TÉCNICASDEDETECCIÓNINMUNOLÓGICA

111.8.2.1. ENSAYOINMUNOENZIMÁTICOELISA

En estaMemoriasehautilizado la técnicadeELISA (Enzime-LinkedInmwzo-Sorbent
Assc~’) descritaporEngvall (1971) paradeterminarla especificidaddel anticuerpo.La técnica
se fundamentaen el reconocimientode la interacciónantígeno-anticuerposobreun soporte
sólido mediantela utilización de un segundoanticuerpoconjugadoespecificocontrala región
constante,F< delprimero.Estesegundoanticuerpoportaunido covalentementeunaenzimaque

al añadirel sustratoproduceun compuestocoloreadoquepermiteidentificar y cuantificarla

interacciónentrelos anticuerpos.

Entretodos losanticuerposconjugadosquepuedendisponersecomercialmente,seha

utilizado el sistemaperoxidasaconjugadaa inmunoglobulinaanti-conejo.Comosustratose
empleó OPD. La valoraciónde la interacciónsedeterminépor colorimetría midiendo la
absorbanciadel productoformadoa403 nm en un lectordeELISA.

1111.8.2.2.DOTRLOT

La técnicase realizasobreunamembranade materialsintéticocomonitrocelulosa,
PVDF o similares. Los estudiosse han efectuadocon membranasde nitrocelulosaqueno
requierentratamientoprevio. Si seutiliza otro tipo de membrana,esnecesariopreviamente
sumergirlasmembranasdurante5 minutosen metanoly lavarlasde 5 a 10 minutosen agua
destiladaMilli—Q.

Lasproteínassedepositandirectamentesobrela membranade nitrocelulosaen unasóla
gota(de5 a 10 pl equivalentesa 1—lO pg deproteína)evitandotocarla membranaconla punta
dela pipeta,dejandosecara temperaturaambiente.Durantetodo el proceso,la manipulación
ha derealizarseconguantes.

El procedimientoseguidoparala detecciónde la interacciónha sido descritopor
Towbin y cols. (1979) y Renarty cols. (1979) para la inmunotransferencia,método que
combinalas técnicaselectroforéticascon la especificidadde los anticuerpos.

A) REACTIVOS

— Tampónfosfato salino (PBS)pH 7.5
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Hidrógenofosfatodisódicoanhidro80 mM
Dihidrógenofosfato sódico20 mM
Clorurosódico100 mM

- TampónPBS-Tween(PBS-r
TampónanteriormásdetergenteTween-20.La cantidaddeTween-20puedevariaren

función del tipo de membranay de la afinidadde los anticuerpos.Una concentraciónde
Tween—20al 0.1% esadecuadaparala mayoríade los estudios.

B) PROCEDIMIENTO

1.— La membranade nitrocelulosa(Hybond—ECL suministradaspor Amersham)con la
proteínaseincubéatemperaturaambientedurante2 horaso durantetodala nochea 4 0(2 con
tampónPBS—T queconteníadisoluciónbloqueanteal 5%.
2.— Selavéla membranaconPBS—T durante10 minutosy otrastresvecesdurante5 minutos
conel mismotampónen un agitadordebalanceo.
3.— Se incubó a temperaturaambientecon el primer anticuerpodiluido en tampón PBS—T
durante1 horaconagitación.
4.— Selavé la membranacomoen el paso2.
5.— Se incubéa temperaturaambienteconel segundoanticuerpo(IgO anticonejoconjugado
conperoxidasa)diluido conel tampóndurante1 hora enun agitadororbital.
6.— Selavó la membranaseiso sietevecesdurante5 minutoscadavez.
7.— Detección. Se utilizó el sistemaECL de Amerhsam con las especificacionesque se
adjuntan.
8.— Revelado.Seutilizaronlíquidosde reveladoconvencionales.La membranaseexpusoa
la película(Hiperfilm de Amersham)duranteperíodosde 10 y 30 segundosy seprocedióal
revelado.

111.9. ANÁLJSIS DE DATOS

111.9.1. DENSITOMETRADO

Los geles de poliacrilamida y las autorradiograflasse densitometraronen un
densitómetroláserde Molecular Dynanúcsequipadoconel programaIznageQuant.En las
autorradiografiasse integré el volumen de las manchasuna vez restadoel fondo. Los
resultadosse expresancomodensidadópticadela manchaentreel áreadela misma.
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m.9.2.ANÁLISIS DE BANDAS

Losdensitometradosdelos gelesseanalizaronimplementandoun algoritmo matemático
en un programade Fortran77 calculándoseun densitogramapromedioparacadagrupo de
edad,apartir de los cualessecalcularonlas diferenciassignificativasentrelos tresgruposde
edadconsiderados.

m.9.3.ESTADÍSTICA.

Los resultadosse han expresadocomola mediade los experimentosefectuados±
E.E.M. El gradode significaciónseefectuépor el testde Student.
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RESULTADOS

1V.1. PURIFICACIÓN DE LAS MITOCONDRIAS

Como seha indicadoen el apanado111.2.1.,las mitocondriasseobtuvierona partir
de hígadode ratapor el método de Gazzotyy cols. (1979). Separtió de un hígadode rata
adultao vieja, o de unacarnadadelactantes,quevienenacorresponderentre10-16g de tejido
aproximadamente.El rendimientodel procesosesituésobre los 15 mg de mitocondria/g
tejido, comparableconotros métodosdepurificaciónde mitocondrias(Hatefi y cols., 1962;
Whilfield y cols., 1981). En animaleslactantesy viejos seobtuvieronrendimientosalgo
inferiorescon respectoal grupo de animalesadultos(14.0 y 14.5 mg/g tejido en animales
lactantesy viejos respectivamente).

La purezade las mitocondriassedeterminómidiendolasactividadesespecíficasde los
marcadoresenzimáticosseleccionadostanto en el sobrenadantecomo en el precipitadode la

últimacentrifugacióndelprocesodepurificación, inmediatamentedespuésdel aislamientode

las mitocondrias.Los valoresde lasactividadesenzimáticasobtenidosseexpresanen la tabla
IV-1.

Tabla IV-1. Actividades específicasde los marcadoresenzimáticos. I.ss actividades, determinadastanto en el
sobrenadante(5) como en elprecipitado (1’) finales encuatro experimentosdiferentes para cada grupo de edad, se

expresanentodoslos casosen umolesde si¡strato/mg proteñua/min. Seefectuaron tres ensayospara cadamarcador
en cadauno delos experimentos.La actividad de la 5’ nucleotidasano sodetectéen ninguna de las fracciones.Los
resultadasrepresentanla media ±E.E.M.

GLUCOSA—6
FOSFATASA

MALATO
DESHIDROGENASA

MONOAMINO
OXIDASA

CXTOCROMO c
OXIDASA

5 p 5 p 5 P 5 p

LACTANTES 320 9.8 74.0 2468 0.7 12.7 143 1884
±21 ±0.6 ±11.1 ±148 ±0.1 ±0.8 ±12 ±139

ADULTAS 252 5.3 37.5 26C8 1.1 22.2 108 1995
±18 ±0.3 ±5.1 ±161 ±0.1 ±1.9 ±10 ±149

VIEJAS 204 5.1 168.2 2789 2.7 26.3 170 1540
±19 ±0.3 ±9.8 ±199 ±0.2 ±1.3 ±10 ±143
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La actividadde la enzima5’ nucleotidasa(membranaplasmática)no sedetecténi en
el sobrenadanteni en el precipitadoenningunadelas tresedades.La actividadde la glucosa

6—fosfatasa(microsomas)apareceen la fraccciónsolublesiendocasi inesistenteen la fracción
mitocondrial de las tres edades consideradas,no representandoen ningún caso una
contaminaciónsuperiora]. 3%. El restode los marcadores,ligadosa la mitocondria, aparecen
en la fracciónmitocondrial.En el casode animalesviejos, apareceunaactividadresidualmás
elevadadeestasenzimasen la fracción soluble(entreun 6—11%) debidoprobablementea una
mayorfragilidaddelas mitocondrias,quepodríaexplicarel menorrendimientoqueseobtiene
en estegrupode edad.

IV.2. MORFOLOGÍA Y FUNCIONALIDAD DE LAS MITOCONDRIAS

Todaslas medidassehan llevadoa caboen muestrasde animalesadultos(4—6 meses)
y viejos (26—30meses).Asimismoseutilizaronparacadaedadtantomitocondriasen el estado
de reposo(estado4) comomitocondriasrespirantes,unavez inducidala respiraciónconADP
(estado3 o de respiraciónacelerada).

IV.2.1. MORFOLOGÍA

Las micrografías electrónicas (figura IV—l) muestran que las preparaciones
mitocondrialescontienenun alto gradodepurezaa la vez quelas mitocondriasmantienensu
integridadfísica. Es apreciableun hinchamientode lasmitocondriasen el grupode animales
viejos. El áreatotalde las mitocondriasy de las crestasmitocondrialessedeterminaronapartir
de las micrografíaselectrónicas.Con estos valores se calculó la densidadde volumen
mitocondrialocupadopor lascrestas,mediantela relaciónV~ =AJA1, dondeA0 esel áreade
las crestasy A~ esel áreatotal dela mitocondria.

En la figura IV—2 aparecenrepresentadaslasvariacionesde estosparámetroscon la
edady segúnel estadode respiración.El áreatotal de la mitocondria(figura IV—2A) no seve
afectadapor el estadode respiración;sin embargoseobservaun incrementosignificativo de
la mismaen ambosestadosen los animalesviejos conrespectoa los adultos,representando
aumentosdel 33% en el estado3 y del 39% en el estado4, apreciabletambiénen las
micrografíaselectrónicas.Por otra parte,y en cuantoa la densidadde volumende lascrestas
(figura IV—2B) seapreciaunadisminuciónde la mismaen las mitocondriasno respirantes
(estado4) de un 55.2% en animalesadultos,mientrasque en animalesenvejecidosesta
disminuciónllegaa un 70.8%.
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La edad de los animalespor su parte, tambiénafectaal volumen de las crestas

mitocondriales,ocasionandounadisminuciónen animalesde 26—30 mesesconrespectoa los
animalesde 3—6 mesestantoen el estado3 comoen el estado4. El efectoesmásnotorioen
el estado4 en el cual el descensorepresentaun 50%, mientrasqueen el estado3 esde sólo
un 23%.
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Figura IV—2. Efectosde la edady delestadode respiración sobre losparámetros mitocondriales.Área total de
la mitocondria (A) y densidadde volumen de las crestasniltocondriales (13), en animalesadultos de 4—6 mesesy
animalesviejos de26-30meses,calculadospor microscopfr electrdnica. Seutilizaron 5 preparacionesdistintas para
cada edadsumandoun total de 50~á para cada estudio. Los resultadosrepresentanla media ±E.E.M.
Significancia esta&tica: Figura IV—2A, (1) diferencias entre grupos de edad: P.CO.O01. Figura IV—2B, (1)

diferencias entre gruposde edad: *~ <0.001; diferencias entre estados:(a) P <0.001.

IV.2.2. ESTUDIOSFUNCIONALES

IV.2.2.1. CONSUMODE OXÍGENO

La velocidadde consumode oxigenosedeterminóen los estados3 y 4 utilizando
succinatocomo sustratoenergéticotal y como sedescribeen el Capftulo de Materialesy
Métodos(apartado111.2.2.2.).Losresultadosobtenidos,resumidosen la tablaIV—2, muestran
quela velocidaddeconsumode oxígenodisminuyesignificativamentey de forma notablecon
la edaden los dosestados,representandoestadisminuciónun 34% aproximadamenteen ambos
estados.Sin embargo, los coeficientesrespiratorios(la relación entre los dos estados)
prácticamenteno varkn, lo cual indicaquelas muestrasprocedentesde mitocondriastandode
animalesadultoscomoviejosestabanintactasy respirabanacopladamente.
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Tabla IV—2. Variaciones en la velocidadde consumode 02 conla edady con el estadode respiración. Los
resultadosrepresentan lannlia ±E.E.M. para cuatro experimentosdiferentes para cada grupo de edad. El ntnero
total de determinacionesaparecejunto a cada valor entre paréntesis.Significancia estadísticacon respectoa adultas:
*P<o.0o1.

Consumode 0,
(nátomos/mgproteína)

Coeficiente
respiratorio’

Estado 3 Estado4

ADULTAS 215 ±9(14) 54 ±6(14) 4.0 ±1

vIEJAS 142 ±6(11)* 36 ±4(11)* 3.9±1

‘Cociente entre las velocidadesde consumode 0, en los estados3 y 4.

IV.2.2.2. VELOCIDAD DE ENTRADA DE CALCIO

La cinética de entradade calcio en la mitocondriaa ambasedadespresentaun
comportamientosaturabletípico, en dondela velocidadde entradade calcioen la mitocondria
en el estado3, en animalesenvejecidosesmenorqueen animalesadultos(figura IV—3A). Los
parámetroscinéticossedeterminaron,siguiendoel formulismode Michaelis—Menten,a partir
de la representaciónde Lineweaver—Burk o de dobles inversas (figura IV—3B). La
concentraciónmáximade calcio acumuladaen el interior de la mitocondriaen animales
adultos,resultésersignificativamentemayoren un 12% a la encontradaenanimalesviejos.
El tiemponecesarioparaalcanzarla concentraciónmáximafue, por el contrario, invariable
en lasdos edades(tablaIV— 3)

Tabla IV-3. Variación de la velocidad de entrada de calcio en la mitocondria con la edad. Se muestran la
concentraciónmáximade calcioacumulada en lamitocondria y el tiempo necesariopara alcanzarla (t,,,) para animales

adultos y viejos calculadosa partir de los valores obtenidosde la representaciónde dobles inversas de la figura
IV-3B. Losresultados representan la media ±E.E.M. Significancia estadísticacon respectoa adultas: P<0.001.

[Cafl,~, &mol/mg proteína) t,,, (s)

ADULTAS 160 ±7 54 ±3

VIEJAS 136 ±5* 54 ±3
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Figura IV-3. Efecto de la edadsobre la entrada de calcio en la mitocondria determinada por métodosde
ultraflitración. A) Cinética de edradade calcio enlamitocondria en función del tiempo para una concentraciónfinal
~ ~2+ = 5 ¡¿M.13) Representaciónde dobles inversas para ladeterminaciónde laconcentraciónmáxima de calcio
y t,~ en animales adultos (e) y en animales viejos (u). Se efectuaron diez determinacionespara cada punto,
representadocomola media ±E.E.M.

IV.2.2.3. NIVELES DE ATP

Otroparámetroquedaríacuentade las posibleslesioneso defectosbioquímicosen la
edady relacionadocon la transducciónenergéticaen la célulaes la medidade producciónde
ATP. Comoseobservaen la tabla IV—4, los nivelesde ATP en mitocondriasde animales
viejos son inferioresen todosloscasosalos encontradosen animalesadultos.Estasdiferencias
son mayoresen el estado4 dondeel descensode los nivelesde ATP en animalesenvejecidos
representaun 87% conrespectoa los adultos,mientrasqueen el estado3, el dencensoesde
un 81%.

Por otra parte, el ATP en ratasadultasdesciendedurantela respiraciónacelerada
(estado3) en un 54% con respectoal estado4, efectomucho menosnotorio en animales
envejecidosen dondeel descensorepresentaun 28.6%.
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Tabla 1V-A. Efectos de la edad y del estado de respfración sobre los niveles de ATP en mitocondria. Se
representa la media ±E.E.M. El número total do detenninacionesaparecejunto a cada valor entre paréntesis.
Significancia estad~ticacon respectoa adultas: P<0.0O1

Nivelesde ATP
(nmollmg proteína)

Mitocondria fresca Estado 3 Estado 4

ADULTAS 2.80 ±0.10(12) 0.53 ±0.03(12) 1.15 ±0.09(12)

VIEJAS 1.40 ±0.04(12)* 0.10 ±0.02(12)* 0.14 ±0.03(12)

Los resultadosobtenidosa estasdosedadesapuntana quecon el envejecimiento,hay
un deterioroen todoslos sistemasresponsablesdel mantenimientodegradientesenergéticos,

decidiendoampliarlos estudiosa la fase no sólo del envejecimientosino tambiéna la del
desarrollo.

IV.3. VARIACIONES EN LOS COMPLEJOS DE LA CADENA
RESPIRATORIA EN MITOCONDRIA DE IUGADO DE RATA CON
LA EDAD

1V.3.1.VARIACIONES EN LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA

Unavez comprobadala purezae integridadfísica de lasmitocondriasy conel fin de
esclarecerlos resultadosexpuestoshasta ahora, se procedió a la determinaciónde las

actividadesenzimáticasde los complejosrespiratoriosacoplados1—Hl (NADH citocromoc
oxidorreductasa)y 11—111 (succinatocitocromoc oxidorreductasa)asícomode los complejos
1 (NADH ubiquinonaoxidorreductasa),complejoII (succinatoubiquinonaoxidorreductasa),
complejoIII (ubiquinol citocromoc oxidorreductasa)y complejoIV (citocromoc oxidasa)por
separadoen los tresgruposde edad.Los resultadosobtenidos,quesereflejan en la tablaIV—5
muestranun comportamientodesigualdelos complejosalo largode la vida; mientrasquepara
el complejo II y parael complejo 11—111 no se observarondiferenciassignificativas en la
actividadenzimáticani duranteel desarrolloni duranteel envejecimiento,el complejoIV
experimentaun acusadodescensoen su actividad de un 23% aproximadamenteduranteel
envejecimiento;en cambiono sehanencontradodiferenciassignificativasen su actividad
duranteel desarrollo.
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Tabla IV-5. Actividades enzimMicas de loscomplejosde la cadenarespiratoria en mitocondria de hígado de
rata en las tres edadesseleccionadas.Las actividades soexpresanen todos los casosQn nmolesde sustrato/mg
proteta/min. Losresultados representan lamedia ±E.E.M. El número de determinacionestotalesen cadauna de
éllasapareceentre paréntesis.Significancia cstad~ticaconrespectoa adultas: *p.CO.001; **P.C 0.01; ¡‘<0.02;

0.05.

LACTANTES ADULTAS VIEJAS

COMPLEJO i—m 142 ±10(57) 447 ±23(69) 713 ±45<5l)•

COMPLEJO 11—111 381 ±30(18) 392 ±39(23) 413 ±31(17)

COMPLEJO 1 144 ±12(32) 140 ±10(47) 95 ±10(29)**

COMPLEJOII 202 ±26(16) 210 ±21(20) 201 ±18(15)

COMPLEJOIII 130 ±14(27)**** 170 ±11(42) 231 ±23(26)***

COMPLEJOIV 1884 ±139(12) 1995 ±149(12) 1540 ±143(12)****

El resultadomásllamativoesel del complejo1—111, el cual experimentaun incremento
de su actividad a lo largo de la vida. El tratamientoestadísticomuestraun significativo
aumentode su actividadenzimáticaduranteel desarrollocercanoa un 68% y duranteel
envejecimientoen el cualla variaciónobservadarepresentaun 59.5%aproximadamente.Este
aumentode actividad,sin embargo,no secorrespondecon el comportamientoobservadoen
los complejos1 y III porseparado.Así, mientrasquealo largodel desarrollono seobservaron
diferenciassignificativasen la actividaddel complejo1, sí seaprecióunadisminuciónen su
actividadenzimáticaen el envejecimientode un 32% aproximadamente.En el complejoIII se
observóun ligero aumentosignificativo en tornoa un 18% a lo largodel desarrolloy de un
36% en el envejecimiento.Estasvariacionesen los complejosson insuficientesparaexplicar
el comportamientofuncional observadodel complejo1—111.

En la figura IV-4 serepresentanlasvariacionesporcentualesen la actividadenzimática
de los complejosrespiratoriosconrespectoal grupode los animalesadultos,queseconsideran
comocero,apartir delos valoresde las actividadesenzimáticasquefiguran en la tablaIV—5.

Con los resultadosexpuestosparecióinteresantecentrarel estudiosobreel complejo
1—111, tantoen susaspectosfuncionalescomoen los estructuralesconobjetode aportardatos
queayudaranacomprenderel comportamientoobservadoen el complejoa lo largo de la vida.
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IV.3.2. VARIACIONES ENLA CANTIDAD DE COMPLFJO

Paradeterminarsi el aumentoen la actividadenzimáticadel complejo1—111 observada
correspondíaa un aumentode la cantidadde complejo 1—111 en la mitocondria o a un
incrementointrínsecode la actividadenzimáticadelcomplejoen animalesviejos, seefectuaron
estudioscuantitativosde la cantidadde complejopresenteen mitocondriaspor la técnica
inmunológicadedotbit».

En primer lugareranecesarioobtenerun anticuerpofrenteal complejo1—Hl. Paraello,
sepurificó el complejo1—El en animalesadultosy trascomprobarsupureza(apartadoIV.4.),

se inyectó a un conejo del cual se extrajo al cabode unos mesesel suero queconteníael
anticuerpofrenteal complejo.La especificidaddel anticuerposevalorópor el testde ELISA,
empleandocomocontrolesnegativosBSA y los marcadoresde electroforesisde Biorad. Las
diluciones óptimas de los anticuerposresultaronser [1:10] para el anticuerpoaislado y
[1:4000]parael anticuerpoconjugado.Unavez conocidaslas dilucionesadecuadasde los
anticuerposseaplicarona membranasde nitrocelulosa1.5,2.2 y 3 ~gde mitocondriade las
tresedadesrealizándoselos dot bit» tal y comosedescribeen Materialesy Métodos.

En la figura IV—5 seobservaqueel anticuerposeunea la mitocondriamientrasque
apenaslo hacea los controlesnegativoselegidos.

3.5 pg 2.2 pg 1.Spg

LACTANTES

ADULTAS

i~~rr ~

CONTROL

Figura I11~5. Dat bici. La fotografffi muestrauna película representativade losestudiosmniunológicos realizados
con mitocondrias de hígadodo rata do las tres edadesseleccionadas.

Las películasreveladassedensitometraronintegrándoseel volumende las manchas
referidasal áreatotal de las mismas,unavez descontadoel fondo de la película. Seefectuaron
seisexperimentossumandoun total de 30 determinacionesparacadacantidadde proteínay
por grupodeedad.Los resultadosaparecenel la figura IV—6 en dondese representala media
de densidadópticaparacadacantidadde mitocondriaincubadaenlos tresgruposde edad.
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Figura IV-6. Densitometradode los experimentosde Dcl bici. Representaciónde la densidadóptica(enunidades

aibitvarias)vsdiferentescantidadesdemitocondriaparacadaedad(símbolos)incubadasconel anticuerpofrenteal

complejo ¡—III. Lactantes(A), adultas(e) y viejas(U).

La pendientede la rectaobtenidaparaanimalesviejos essignificativamentemayora
la obtenidaparaanimalesadultosen un 11.5% y éstaa su vez, essignificativamentemayor
a la correspondientea los animaleslactantesen un 12.6% (tablaIV—6).

Tabla IV-6. Parámetrosde la regresión lineal de los estudios de dci bici para una recta y=a+bx. Significancia
estadísticacon respecto a adultas:* p <0.02.

a b r

LACTANTES —0.0043 0.152 ±0.010~ 0.990

ADULTAS —0.0118 0.174 ±0.006 0.999

VIEJAS 0.0195 0.194 ±O.008** 0.999

Estosresultadossonconcordantesconlos obtenidosparalasactividadesenzimáticas,
aunqueel aumentoenla cantidadde complejo1—111 observadoen animalesviejos, un 11.5%,
no parecesuficienteparaexplicarel aumentoen la actividadobservadoen estegrupo de edad,
quesesitúaen un 59.5%..
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IV.3.3. VARIACIONES EN EL CONTENIDO DE CITOCROMOS

Considerandolos resultadosobtenidoshastael momentoy de los factoresde los cuales
pudieradepender,se determinóel contenidoen citocromos, dadoel papel revelanteque
desempefianen la funcionailidad de los complejos. De las dos alternativasdescritasen
Materialesy Métodos(succinato+ KCN o succinato+ antimicinaAl ditionito), seoptó por
la primerapor las dosrazonescomentadasen el apanado111.5.3.:

1.- El ditionito apartede reducirlos citocromosde la cadenarespiratoria,provoca
tambiénla reducciónde otros cromóforosquepresentanbandasde absorciónen las
mismaslongitudesde ondacomohemoglobinay mioglobina, hechoqueno hemos
apreciadoen nuestraspreparaciones.
2.- El contenidoen citocromosqueseobtieneconditionito esmayorqueel obtenido
conKCN. Estopuededebidoa queno todoslos citocromosestAn ligadosa la cadena
respiratoria.

La figura IV—7 muestralos espectrosde diferenciade los citocromosen mitocondria
de hígadode rataa las tresedadesconsideradasen el estudiocuandola reducciónseefectúa
con succinato+ KCN.

>4n)
Figura lV—7. Especirosde diferencia de loscitocromos en mitocondria de hígado de rata en los tres grupos de
edadseleccionados.Animales lactantes (A), animalesadultos (e) y animalesviejos (E). La reducción sellevó a cabo
con succinato + KCN.

4W 452 5W 552 652
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Lasbandasa de los citocromospresentanmáximosde absorcióna 606 nm parael
citocromoa+a3,a 565 nm parael citocromo b y a 551 nm parael citocromoc+c1. Las
bandasII aparecenen un pico no diferenciadosobrelos 625 nm. Las bandasy o Soretse
encuentrana445 nm y 431 nm paralos dosprimeros,respectivamente,mientrasquela del
citocromoc+c, esapenasdistinguiblecomohombrosobrelos 420nm.

El contenidoen citocromosde la mitocondriaserefleja en la tabla IV—7. Parael
citocromoa+a3 seobservaunadisminuciónde un 28% en el envejecimiento,mientrasque
para el citocromo b se observauna disminuciónde un 20% en animales lactantes,no
encontrandovariacionesen el resto.

Tabla IV-7. Determinaciónde citocromos en mitocondria de hígado derata a las tres edadesconsideradas.El
contenido en citocromos se representa como la media ±E.E.M. en nmoles/mg.El númerodedeterminaciones

individualesapareceentreparéntesis.Significanciaestsd~ticaconrespectoaadultas: ***¡‘ <0.02 ~ <0.05.

Citocromoa+03 Citocromo b Citocromoc±c1

LACTANTES 0.128±0.013(12) 0.215±0.018(12)**** 0.169±0.017(12)

ADULTAS 0.140±0.011 (16) 0.269±0.019(16) 0.183±0.021(16)

VIEJAS 0.101 ±0.009(14)*** 0.283±0.023(14) 0.199±0.022(14)

Los resultadosobtenidosen la mitocondriaaislada,si bien apuntabana un temade
estudio interesante(el del complejo 1—111), por diversos motivos no fueron del todo
esclarecedores.Por unaparte, considerandoqueunode los objetivosdel presentetrabajoes
apuntardatossobrela funcionalidadde la membranainternamitocondrialconla edad,hayque
teneren cuentaque la actividadenzimáticadel complejo1—Hl determinadaen mitocondria
correspondetantoal complejosensiblecomoal insensiblearotenona,no siendoesteúltimo
objetode estudio.Por otraparte, la medidade citocromosen la mitocondriatotal no es muy
sensibleconsiderandola relación entresu concentracióny la del conjunto de protefnas
mitocondrialesquepuedeinducir fenómenosde dispersiónen lasmedidasespectroscópicas.
A estohayqueañadirquela determinacióndePMN presentecomocofactoren el complejo
se ve interferida por la presencia de otras flavinas con análogas características
espectroscópicas.

Por estasrazonesy paraobtenerdatosmásexactosseprocedióa la purificacióndel
complejo1—111.
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IV.4. PURJEICACIÓN DEL COMPLEJO I—m

El complejo1-111 fuepurificadoapartir de mitocondriasaisladasdeanimalesde las tres
edadesconsideradaspor el métododescritoen el apanado111.3. Un esquemadel procesode
purificaciónapareceen la figura 111—1 (página23), en dondeaparecenespecificadaslasetapas
seleccionadasparael seguimientode la purificación.

El procesode purificaciónsevalora estimandodos parámetros:el rendimientoy la
purificación.El primerorepresentael porcentajeentrela masade la proteínadespuésdecada
etapaen relacióncon la masade unaetapaprevia de referencia.La masasevalorapor la
actividad, quees equivalente,y puededeterminarseefectuandoun ensayoenzimático.El
segundosedefinecomoel cocienteentrela actividadespecíficade la enzimaen unaetapa
determinaday la actividadespecíficade la enzimaen la etapadereferenciaquegeneralmente
suele ser la primera. En cadaetapadel procesosepierde masade proteína,bien por la
discriminaciónque efectúael método, o en su caso porque se desprecianlas fracciones
extremasqueson máscontaminantes(cromatografías),lo queconducea unadisminucióndel
rendimientoa lo largodel proceso.Laetapapuedeprovocartambiéndesnaturalizaciónen la
enzima(sobretodo las etapasde precipitación),y puestoqueel rendimientosevalorapor la
actividaddela enzima,tambiénpuedereferirsea él comoporcentajedeactividadrecuperada.
Ya queseelimina fundamentalmentemasade proteínaqueno proporcionaactividad,la masa
restantede proteínaseva acercandoa la masade la enzimaa purificar, por lo queal ser la
purificación un cocienteentrela actividad total de la enzimay la masade proteína,la
purificación, por el contrario, va aumentandoen cadaetapa. La cuantificaciónde este
parámetropuedeemplearsecomométodo de discriminción de técnicasen los procesosde
purificación;aquellastécnicasqueconduzcana unadisminucionde la purificacióndebenser
rechazadas.

Sinembargo,la purificaciónesun términorelativopuestoqueestáreferidaa unaetapa
dereferenciadel proceso.Un alto gradodepurificaciónenla etapafmal no siempreindica una
homogeneneidadde la muestrani un alto grado de purezapuestoquedependeráde la
heterogeneidadde la primera etapa (proteínaspresentesy concentraciónde la proteínaa
separaren la muestra).Unaproteínaqueseencuentreen pequefiacantidaden la muestrainicial
sepurificarámuchomásqueotraqueseencuentreen mayorproporción.Por estarazónson
necesarioscriteriosde purezaadicionales.Estossonde caráctercualitativoy son negativos,
en el sentidode quenos indican la posiblepresenciade otrasproteínaspor lo quesólo se
garantizala homogeneidadefectuandomultitud de criteriostodos éllosnegativos.Entreestos
criteriosseencuentranlas determinacionesdeactividadesenzimáticasdeenzimaspresentesen

la etapainicial, relaciónentrela absorbanciade lasproteínasa280 nm y la actividadespecífica
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en las distintasfraccionesy las técnicaselectroforéticasen gelesdepoliacrilamidaen todassus
variantes(condicionesdesnatura]izantesconSDS, condicionesreductorascon urea,D’IT o ~3—
mercaptoetanol,o condicionesno desnaturalizantes)queconstituy:nel criterio depurezapor
excelencia.

Tabla IV-8. Procesode purificación del complejo 1-111 de mitocondria de

fracción correspondena animales lactantes, adultos y viejos respectivamente.
h~ado de rata. Las filas de cada

Proteína
total

Actividad
total

Actividad
Especffica

Purificación Rendimiento

Fracción mg ¡unol cli e/mm gmnol cit e/mg/mm n0 deveces

Mitocondria 1897 275.1 0.145
1950 877.5 0.450
1840 1317.4 0.716

Mitocondrias 1045 259.2 0.248 1.71 94
rotas (Pl) 1083 825.2 0.752 1.69 94

960.6 1075.9 1.120 1.56 81.6

Sobrenadante 100.2 203.4 2.03 14.0 74
KCI (S2) 106.4 640.6 6.02 13.4 73

97.8 865.5 8.85 12.4 65.7

Precipitado 27.0 176.3 6.53 45.03 64
diálisis (1>4) 28.7 544.0 18.95 42.11 62

25.6 721.9 28.20 39.38 54.8

Precipitado 6.4 101.8 15.9 109.65 37
final (P7) 7.7 325.1 43.7 93.82 37

7.0 420.7 60.1 83.94 32.0

Enla tablaIV-8 seexpresaníosresultadosde un experimemtotípico encadagrupode
edad. Separdo de 130 g de hígado correspondientesaproximadamentea 13 ratasadultas, 10
ratasviejasy 9 camadasde lactantes(media de 8 animales).Mientrasqueel rendimientoen
mitocondriasen animalesadultosse situó sobrelos 1950 mg, hayunadisminucióntantoen
animaleslactantescomoenvejecidos.En el primer grupo puedeexplicarsepor unamenor
cantidadde mitocondrias;en cambio, la disminuciónen el segundogrupopuedeatribuirse,
dadala mayorfragilidad de las mitocondrias,a unapérdidade las mismasduranteel proceso
depurificacióncomoya sesefialóen el apartadosobrela purificacióndelas mitocondrias.En
estaprimeraetapasetomaroncomovaloresparael rendimientoy la purificaciónde 100 y 1
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respectivamentey seconsideróla etapade referenciadel proceso.La congelaciónde las
mitocondriasa una afta concentración(50—70 mg/mi) y su posteriordescongelacióny
homoneneizaciónconducea la roturade lasmitocondrias,que trasla centrifugaciónseparala
membranaexterna mitocondrial de los mitoplastos(membranainterna mitocondrial más
matriz) y constituyela segundaetapadel proceso. Se siguió observandounapérdidade
proteínasen animalesviejos quesereflejó en el menorrendimientoobtenido,tendenciaque
prosigueen el restode las etapas.El queen lasotrasdosedadesseobtuvieranrendimientos
parecidosa lo largo del procesocomprobó unavez más las alteracionesya descritasen
animalesenvejecidosqueconducena unapérdidade proteínas.

El rendimientofinal en masadel complejo1—111 se situó entrelos 7.7 mg en los
animalesadultosy 6.4 mg en los animaleslactantescon rendimientosdel 37% paraambos
grupos.En animalesenvejecidosel rendimientosesituó en el 32% correspondientesa7.0 mg.

Una vez purificado el complejo, se procedió a la determinaciónde la actividad
enzimáticade los marcadoresseleccionados(malato-NADH oxidorreductasa,succinato—
coenzimaQ oxidorreductasa,succinato—citocromoc oxidorreductasay citocromoc oxidasa),
pertenecientestodosala mitocondria,utilizadoscomocriteriosde purezade laspreparaciónes.
Los resultadosobtenidosindicanla ausenciade contaminaciónde los mismos,exceptopara
el complejolIen el que apareceunaactividadresidualen todos casosqueoscilaentreel 3—8%
productoprobablementeaquela separacióndelúltimo sobrenadante(que contieneel complejo
11—111) del precipitado,pococonsistente,(quecontieneel complejo1—111) seefectúapor simple
decantación.

A continuaciónse realizaronlas siguientesdeterminacionesen muestrasde las tres
edadesseleccionadas:
— Determinaciónde la actividadenzimáticadel complejos1—111 conel fin de compararlacon
la de la mitocondriaaisladay tenermásdatossobrela purezade lasmuestras.
— Determinacióndel contenidoen grupos prostéticosdel complejo, talescomo FMN y

citocromos1’ y c+c1.
— Determinaciónde hierro no hemopararelacionarel dato conunaposiblevariaciónen la
funcionalidadde los centrosferrosulfurados.
— Determinaciónde fosfolfpidostotales.

Ademásde estasmedidasseprocedióa un análisisdebandasporelectroforesiscon

el fin de investigar:
1) si el patrónes el mismo en lasedades.
2) En casodequefueraasí,ver si existevariaciónen la concentraciónrelativade lasbandas.
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IV.5. CARACTERIZACIÓN DEL COMPLEJO I-m

IV.5.1. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA

Los valoresobtenidosestánreflejadosen la figura IV—8 en la cual se apreciaun
comportamientocualitativamentesemejanteal dela mitocondria,aunquelos porcentajesde
variaciónen la actividadentrelas tresedadesson inferioresa los obtenidosen mitocondria.
Estosresultadoserande esperarpuestoqueel efectode mayorcantidadde complejo1—111 en
animalesenvejecidos,quesemanifiestaen los estudiosde mitocondria(dot blofl, desaparece
en el complejopurificado.

150:

5 *

4

~50-

0-———— — ____ ——

LACTANTES ADULTAS ViEJAS

Figura IV-& Variación de la actividad específicadel complejo1-DI purificado con la edad. Las actividades se
expresan en porcentaje do variación con respectoal grupo de ratasadultasque so consideracomo 100. Las

actividades especificas,expresadascomo la inedia±E.E.M.,enpinolesdecitocromo c/mg/min fueron: lactantes

15.7 ±1.4(41);adultas 43.6 ±3.8(53); viejas 60.8 ±6.1(48). Entre paréntesisfigura el ntnero do determinaciones

individuales en cada una de éllas. Significancia estadísticacon respectoa adultas: *P<0.001; ***P<O.02.

IV.5.2. DETERMINACIÓN DE CITOCROMOS

Enla figura 151—9serepresentanlosespectrosde absorcióndel complejo1—Hl a las tres
edades.La línea discontinuarepresentala forma oxidada del complejo 1—111 de animales
adultos,quese muestraa título comparativo,la cual muestraun pico Soreta 416nm y una
ampliaabsorcióna, pocodefinida, sobrelos 530nm. Despuésde la reducciónconditionito
comomuestranlas líneascontinuas,las absorcionesde lasbandasa y Soretparael citocromo
b seencuentrana 562nm y 428 nm mientrasquelas del citocromoc+c, aparecena 552 nm
y 418nm respectivamente.
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Figura IV-9. Espectrosde absorcióndelcomplejo ¡-III purificado de mitocondria de hígadode rata en las tres
edades.El complejo1-nl pirificado sediluyó a 1.7 mg/ml entampónfosfato50 mM, pH 7.4conteniendo0.5%de

coleosálico. La reducciónseefectuécon ditionito. Animales lactantes(A), animalesadultos (•) y animales viejos

(u). Semuestra a tftulo de ejemplo el espectrodel complejo 1—111 oxidadoenanimalesadultos (- -

Los resultadosobtenidos(tablaIV—9) muestranun incrementosignificativo del 17%
en el contenidode citocromob duranteel desarrollo,mientrasqueno seapreciadiferencia
significativaduranteel envejecimiento.El citocromoc+c, experimentaun aumentoa lo largo
dela vida querepresentaun 21% duranteel desarrolloy un 28% duranteel envejecimiento.

Tabla IV-9. Variación con laedad en el contenido en citocromos del complejo1-DI. Los resultadosrepresentan
la media ±E.E.M. expresadaen nmoles/mg.El ndinero de determinacionestotales en cadauna de éllasaparece
entreparéntesis.Significanciaestadísticaconrespectoaadultas: **P<C0.ol; ***P<0.02; ****P.C 0.05.

Citocromob Citocromo c+c1

LACTANTES 7.15 ±0.32(12)**** 3.91 ±0.28(12)*

ADULTAS 8.57 ±0.58(16) 4.97 ±0.31(16)

VIEJAS 9.41 ±0.61(13) 6.36 ±0.33(13)

AA 0.05

—-.1-

4W 450 500 560
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IV.5.3. DETERMINACIÓNDEFMN

El contenidoen FMN del complejosedeterminópor fluorescencia.En la figura 1V—lO
se representanlas característicasespectroscópicasdel FMN purojunto a los espectrosde
emisiónde fluorescenciadelFMN presenteen el complejo1—111 purificadoparaunaexcitación
a445 nm. Parafacilitar la comprensióndirectadelos espectros,éstossehannormalizado.

1.0

0.8

1
0.6

0.4

0.2

0.0

1
u

50

40

o

24nm)

Figura 1V-LO. Caracterfsticasespectroscópicasdel FMN en estadopuro y en elcomplejo1-Hl purificado. A)
Espectrosde absorcióndel flAN puroen su forma reducida(—) y oxidada U - -). B) Espectros de emisiónde
fluorescenciadel FMN puro (—) y en los complejos1—nl deanimaleslactantes(.•~j, adultos(———) y viejos (

El flAiN, al igual queel restode flavinas,exhibepicos deabsorcióna 222, 267, 373
y 445 nm (figura 1V—lOA, línea continuagruesa).El espectrode emisiónde fluorescencia
presentaun único pico a 526 nm (figura IV—1OB, línea continuagruesa).Aunqueexisten
algunasdiferenciasentrelas flavinas en la intensidadrelativaen lospicosde absorcióndel 13V,
es dificil identificarlasbasándoseexclusivamenteen las característicasespectroscópicasde
absorciónelectrónicay/o fluorescencia.La presenciaen mitocondriade varios tipos de flavinas
(FMN, FAD, riboflavina), no todasasociadascomocofactoresa los complejosde la cadena
respiratoria,haceimposiblesu cuantificaciónindividual por el métododescrito.En cambio,

ZO 3D0 400 600 &fl ita
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al estarpresentesolamenteel FMN en el complejo purificado y en ausenciade otros
compuestosquepresentensimilarescaracterísticasfluorescentes,el métodosemuestramuy
sensibleparala determinacióndeFMN. El máximode emisióndel FMN en los complejos
aparecea 523nm, tresnm desplazadohaciael azul, indicandoqueel FMN seencuentraen
un ambienteligeramentemáshidrofóbicoqueen disolución. Los resultadossesintetizanen
la tabla1V—lO, en dondeno seobservavariaciónsignificativaen el contenidodel nucleótido
duranteel desarrolloperosi seapreciaun dencensodel 43% duranteel envejecimiento.

Tabla 1V—lO. Variación con la edad en el contenido de FMN en el complejo purificado. Los resultados

representanla media±E.E.M. expresadaennmoles/mg.El minerodedeterminacionestotalesen cadaunadeéllas
apareceentreparéntesis.Significanciaestadísticaconrespectoa adultas: P<0.01.

FMN

LACTANTES 0.27 ±0.02(12)

ADULTAS 0.32 ±0.04(16)

VIEJAS GAS ±0.02(13)**

flT~504• DETERMINACIÓNDEHIERRONOHEMO

Los resultadosde las determinacionesfiguran en la tabla 1V—li, no apreciándose
diferenciassignificativasen el contenidode hierro no hemoen el complejopurificado a lo
largo dela vida.

Tabla 1V-li. Variación con la edadenel contenidode hierro no hemoenel complejopurificado. Los resultados
representanla n~1ia ±E.E.M. expresadaen nmoles/mg.El rainierodedeterminacionestotalesencadaunadeéIlas

apareceentreparéntesis.Signitlcanciaestadísticaconrespectoa adultas:No sehanencontrado.

ifierro no heno

LACTANTES 5.70 ±0.61(12)

ADULTAS 6.23 ±0.52(16)

VIEJAS 5.69 ±0.78(13)
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PtS.5.DETERMINACIÓNDEFOsFOLÍPIDos

Al igual que en las determinacionesde hierro no hemo, no se han encontrado
variacionessignificativasen el contenidodefosfolfpidosen el complejopurificadoconla edad.
Losresultadosserecogenen la tablaIV—12.

Tabla 1V—U. Variación con la edaden el contenido de fosfollpidos en el complejo purificado. Los resultados

representanla media ±E.E.M. expresada nmoles/mg.El ndmero de determinacionestotales encada una de LIlas

apareceentreparéntesis.Significancia estadísticacon respectoa adultas: No sehan encontrado.

Fosfolípidos

LACTANTES 190 ±19.7(12)

ADULTAS 193 ±24.6(16)

VIEJAS 184 ±21.3(13)

A continuación se sumarizanen la tabla IV—13 los
caracterizacióndel complejo1—111 a las tresedades.

resultadosobtenidos en la

Tabla IV-13. Resumende la caracterización del complejo¡-III purificado a las tres edades.Se representala
media ±E.E.M. Significanciaestadtsticaconrespectoaadultas:*P.co.0ol;**P<0.01; ***Pco.02; ****P.CO.05.
Para más detalles,ver el apartado IV.5. (página 59) de esteCapilulo.

LACTANTES ADULTAS VIEJAS

Actividad Especifica 15.9 ±1.4 43.9±4.0 60.1 ±7.2**

(nmolescit. c/mg/min.)

Citocromob (nmoles/mg) 7.15 ±0.32* 8.57 ±0.58 9.41 ±0.61

Citocromoc+c1 (nmoles/mg) 3.91 ±O.28** 4.97 ±0.31 6.36 ±O.33*

FMN (nmoles/mg) 0.27 ±0.02 0.32 ±0.04 0.18 ±0.02**

Hierro no hemo(nmoles/mg) 5.70 ±0.61 6.23 ±0.52 5.69 ±0.78

Fosfollpidos (nmoles/mg) 190 ±19.7 193 ±24.6 184 ±21.3
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IV.6. ELECTROFORESISDEL COMPLEJO1-111

La separaciónde las subunidadesquecomponenel complejo1—111 sellevó a caboen
muestrasde las tres edades,por electroforesisen gelesde poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes,en presenciade SUSy 13-mercaptoetanol,por el métodode SchAggery cois.
(1986),descritoen el CapítulodeMaterialesy Métodos(apartado111.4.). El estudioseefectuó
en cinco gruposde animalesde cadaedad,sumando8 ó másexperimentos,comprobándose
quelospatroneseranreproducibles(figura IV—il).

L A y kDa

4 66.2

445

4 21.5

4 14.4

46.5

Figura 1V-li. Composiciónpolipeptllia del mmnp¡ejo 1-Hl de la cadenarespiratoria en mitocondria de hígado
de rata en las tres edadesseleccionadas.La electroforesissellevó a cabo en gelesdepoliacrilamida al 16% con
SD5 y condicionesreductoras por el métodode Scb¡ggery cola. (1986). Animales lactantes (L), animalesadultos

(A) y animalesviejos (y). A la derechase indican las masasmolecularesdel estándar.
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Las condicionesde electroforesisutilizadas(gelesal 16% deacrilamida)permitenla
separación de proteínas de masas moleculares comprendidas entre 100—6 kDa
aproximadamente,intervaloen el cual seencuentrantodaslassubunidadesquecomprendeel
complejo1—111.

Conel fin deestudiarlasvariacionesen la composicióncualitativay cuantitativade las
diferentessubunidades,se densitometraronlos gelesy mediantela implementaciónde un
algoritmomatemático,seobtuvoun densitogramapromedioparacadaedad(figura IV—12).

De la comparaciónde los densitogramasseconcluyeque los tres gruposde edad
presentanel mismo patrón, no observandola apariciónni la desapariciónde ningunade las
bandasquecomponenel complejo(figura W-13). Parafacilitar la comparación,se muestran
en la figura IV—14 los densitogramasfraccionadosen dos partes,correspondientesa masas
molecularesentre75—23kDa (figura IV—13a) y 22—6kDa (figuraIV-43b).

A partir de los densitogramaspromedioparacadaedad,secalcularonlas diferencias
significativasde los gruposde animaleslactantesy viejos, con respectoal densitograma
promediode animalesadultosque se considerócomo cero (figura 1V—lS, densitogramas
individualesy figura IV—l 6, densitogramascomparados).Tantoen animaleslactantescomo
en animalesviejos, engeneral,hay unadisminuciónglobal de proteínas,correspondiendoen
estesegundogrupoaproteínasdel complejo1 fundamentalmente.En estegrupo cabedestacar
la disminuciónde las siguientessubunidades:

—51 kDa, del complejo1 implicadaen la unióndel NADR y FMN, descensomásacusadoen
los animalesviejos,
— 50 lOacorrespondientea la subunidadND5 delcomplejo1 codificadapor el ADN—mt,
— 30 kDa, quecorrespondeatressubunidadesdel complejo1, dos de lascualesson codificadas
por el ADN mitocondrial y
— 23 kDa quepresentasitios de uniónparadoscentrosferrosulfuro.
— El restode subunidadesno estándescritasfuncionalmente,aunquealgunade ¿llaspudiera
ser importanteen la estructuradel complejo.

En total, sehanencontradocinco subunidadesqueaumentana lo largode la vida,
cuyasmasasmolecularesson:

— 75 kua, correspondienteal complejo 1, que contiene dos centros ferrosulfuro; uno
tetranuclear4Fe—4Sy otro binuclear2Fe—2S,
— 43 kfla, implicadaen la uniónal citocromob, pertenecienteal complejo1711,
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— 28 kDa, proteínaqueuneel citocromoc en el complejoIII,
— 13.5kua, proteínaqueinteraccionaconla ubiquinona,tambiéndel complejoIII y
— 7.5 kDa, no descritafuncionalmente.

El valordelparámetroFoid, queseempleaparacompararel gradode similitud entre
dos densitogramas,indica que unamayor similitud entrelos densitogramasde animales
lactantesy adultosquecualquierade elloscon respectoa los animalesviejos (tablaIV—14).
Mientrasqueel valor obtenidoentreanimaleslactantesy adultosesde0.24, entreanimales
adultosy viejos toma un valorde 0.35, llegandoa 0.69cuandola comparaciónserealizaentre
animaleslactantesy viejos.

Tabla IV-14. ParAmetro FoId calculadoa partir de los densitogramaspromedio para cada grupo de edad.

V A L

LACTANTES 0.69 0.24 0.00

ADULTAS 0.35 0.00

VIEJAS 0.00

Figura IV-12. Densitogramaspromedio del complejo1-111para cada grupo de edad. Animales lactantes (A),
(página 67); animales adultos (B), (página 68); animalesviejos (C), (página 69). Se indica para cada banda la masa

molecularcalculadaa partir de su movilidadrelativay las masasmolecularesdel estándar.Los densitogramas

promedio correspondena un total de 10 densitogramaspara animales lactantes, 15 densitogramaspara animales
adultos y 13 densitogramaspara animales viejos.

Figura 1V-13 (página 70). Comparación de los patronesdel complejo1-111 en las tres edades.Animales lactantes
(- ), animales adultos ~ - -) y animalesviejos (—). Para leyenda,ver figura 1V—12.

Figura YV-14. Densitogramaspromedio. (A) Bandas conmasamolecular comprendida entre75-23 kDa (página
71). (B) Bandas conmasamolecular entre 22—6 ma (página72).

Figura 1V-lS. Diferenciassignificativas en la composiciónpolipeptídica del complejo1-111.Serepresentanlas

diferencias significativas entrelos grupos de animales lactantes (A), (página 73) y animales viejos(E), (página 74)

con respectoal grupo de animales adultos junto ala ¡nasamolecular calculadapor electroforesis.Las diferencias
significativassehancalculadoapartir delosdensitogramaspromedioentrelos grupospor la t de Student, asignando

el valor cero cuando p>O.05.

Figura IV-16 (página 75). Comparación de las diferencias significativas entre animaleslactantesy viejos.
Animales lactantes ~ - -) y animalesviejos (—). Paraleyenda, ver figura 1V—lS.
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DISCUSIÓN

Lasmitocondriascontienenun sistemagenéticosenil—independiente(quees necesario
parala regeneraciónde estosorgánulosatravésde un procesode división mitocondrial),por
lo queel genomamitocondrialdebejugarun papelimportanteen el envejecimientocelular
(iFleming y cols., 1982).

Segúnlos últimos trabajos,y comosehaexpuestoen el Capítulode Introducción,el
propio AUN mitocondrial (AUN—mt) codifica 13 polipéptidos que forman parte de la
composiciónde los complejosrespiratorios(Wallace, 1992). Siete de éllos pertenecenal
complejo 17 denominadosND1, ND2, ND3, ND4, N?D4L, NUS y ND6 (Chomyn y cols.,
1985a; 1985b);en el complejoIII, la subunidadIII (apocitocromob), encargadade la unión
del citocromo b (Chomyny cols., 1986), es tambiéncodificadapor el AUN—mt. Por otra
parte, tambiénse asignaal AUN—mt tressubunidadesdel complejoIV, denominadasCOl,

COII y COIII (Ching y Attardi, 1982; Mariottini y cols., 1986) y por último dossubunidades
de la ATP sintasa;la APTasa6 y la ATPasa8 (Chomyny cols., 1985a). Apartede estos
polipéptidos,tambiénseencuentrancodificadospor el AUN—mt los dosARN—r necesariosy
todoslos ARN—t requeridosparallevara cabola traducciónde lasproteínas(Landery Lodish,
1990). La expresiónde los genesAUN—mt de la cadenafosforilativa requierepues,una
mitocondriafuncional que seacapazde llevar a cabo la coordinaciónde los sistemasde
transcripción,replicacióny traduccióncuyosprocesosdependendel AUN—n. De estaforma
la biogénesisdela fosforilación oxidativarequierecientosde genesnuclearesy mitocondriales
(Shoffnery Wallace, 1990; Merriwethery cols., 1991).

Hay queconsiderarqueel ADN—mt esparticularmentemássusceptibledel ataquepor
radicaleslibresqueel AUN—n, dadasuproximidadfísica a la cadenarespiratoria,principal
generadorade radicaleslibres, potencialmentemutagénicossegúnlos estudiosde Sohal y
Brunk, (1992) y Miquel, (1992).Por otraparte, la ausenciadeproteínashistonasy no histonas
asociadasal ADN y la altadensidadde informacióndebidaa la ausenciade intrones,haceal
AUN—mt muy vulnerableal ataquepor estosradicaleslibres. Esto, unidoa quela mitocondria
carecetambiénde algunosmecanismosde reparaciónasociadosquesí esttnpresentesen el
AUN nuclear,hacequeel gradode error en la gammapolimerasaseaalto. El AUN—mt,
parecepues,serun objetivocomúndel dañoproducidopor los radicaleslibres,acumulando
16 vecesmás daño oxidativo que el AUN—n, como muestrala diferente cantidadde 8-
hidroxiguanina,formadapor la reacciónde radicaleshidroxilo con la guaninaen el AUN
mitocondrialy nuclear(Richtery cols., 1988).
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Los resultadosobtenidosen el presentetrabajo muestran,en primer lugar, una
disminución dc la síntesisde ATP con el envejecimientodel animal que estáasociadaa
cambiosmorfológicosy funcionalesdc la mitocondria.Los estudiosrealizadospor microscopia
electrónicaindicanquecon la edad,seproduceun aumentoen el áreatotal de lasmitocondrias
queva acompañadode unadisminuciónen la densidadde las crestasmitocondriales.Estos
estudiosestánde acuerdocon los obtenidospor otros autoresen hígadode rata (Hansford,
1983) y en estructurassinápticasde cerebelo(MQller—Hócker, 1992).

La estructurade la mitocondriaesla manifestaciónmásvisible de su funcionalidad.
Así, la densidadde volumende las crestasmitocondrialesestárelacionadaconsucapacidad
para realizarla fosforilación oxidativa de forma que la morfologíay el númerode crestas
mitocondrialesvariade unostejidos a otrosen funciónde lasnecesidadesenergéticasde la
célula (Hansford,1983). En los estudiosmorfológicosrealizados,micrografíaselectrónicas
(figura lV—1) y determinacióndeparámetrosmitocondriales(figura IV—2), seobservaquelas
mitocondriasde animales envejecidosestán hinchadas,resultadosconcordantescon los
descritospor Flemingy cols. (1983).

La disminucióndeconsumode oxígenoobservado(tablaIV—2), podríaindicar unafalta
de habilidadporpartede la cadenarespiratoriaparallevar acabola síntesisdeATP, por lo
queaprimenvista, cabepensarque la declinaciónde la fosforilacionoxidativaconla edad
puedeserproductodela acumulaciónde dañooxidativo en la mitocondriay en el AUN—mt,
querepercutiríaen unadisfunciónen los complejosrespiratoriosdela cadenatransportadora
de electrones(Linnaney cols., 1989; Ames, 1989; Pikó y cols., 1988).

Los resultadosobtenidosde la medidade actividadesenzimaticasde los complejos
respiratoriosque se han determinadoen el presentetrabajo, no puededecirseque en su
totalidad han sido los que cabría esperar(tabla IV—5 y figura ]iV—4), de acuerdoa lo
anteriormenteexpuesto.Así la actividadel complejo1 (NAUH ubiquinonaoxidorreductasa)
muestraunadisminucióna lo largo de la vida, resultadoconcordanteconel hechode quees
el complejo respiratorioque poseeun mayor númerode subunidadescodificadaspor el
AUN—mt, quepor las razonesexpuestasal principio del Capitulo, estámásexpuestoal ataque
de los radicaleslibres, y por tantomássusceptibleal deterioro.Estosresultadostambiénson
concordantescon los obtenidospor otros autores en trabajosrealizadostanto en músculo
esquelético(Trouncey cols., 1989),comoen tejidohepático(Yen y cols., 1989; Genovay
cols., 1995). Otros autores,por el contrario, no apreciandisminución en la actividad
enzimáticadel complejo1 conla edad(Takasaway cols., 1993; Torii y cols., 1992), si bien
hay queteneren cuentaqueen estosestudioslos animalesenvejecidosno superanlos dosaños
devida.
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Un razonamientoanálogopodríaaplicarseal complejoIV (citocromoc oxidasa)que

segúnmuestranlos resultados(tablaIV—5), tambiénexperimentaun acusadodescensode su
actividad duranteel envejecimiento,siendo el segundocomplejo con mayor númerode
subunidadescodificadasporel AUN—mt (tresen total). Estosresultadosestánde acuerdocon
trabajosrealizadostanto en músculoesquelético(Trouncey cols., 1989), como en tejido
hepático(Yen y cols., 1989; Boffoli y ecís., 1994). Esteúltimo autorrealizaen su trabajo
estudiosde inmunotransferenciade la citocromo c oxidasa,con el fin de examinarsi el
descensode la actividadcatalíticaobservadoen el complejoesdebidoa unaalteraciónen su
composiciónpolipeptfdica,llegandoa la conclusiónde queexisteunadisminuciónde algunas
de sussubunidadescon la edad,entrelasqueseencuentrala subunidadII queestácodificada
por el AUN—mt. Por el contrario Vorbeck no encuentravariacionesen la composición
polipeptídicapor PASE—SUS(Vorbecky cols., 1982).

La actividadenzimáticadelcomplejoII (succinatoubiquinonaoxidorreductasa),según
los resultadosobtenidos,no varia ni duranteel desarrolloni duranteel envejecimiento,
resultadodeacuerdoconotrosautores(Takasaway cols., 1993; Torii y cols., 1992; Coaper
y cols., 1992; Byrney cols., 1991), resultadoqueno contradicela teoríadel deteriorodel
genoma mitocondrial con el envejecimiento,puesto que todas sus subunidadesestán
codificadaspor el AUN—n queestámenosexpuestoa los ataquesde los radicaleslibres.

En cuantoa las actividadesenzimáticasde los complejosHl (ubiquinol citocromoc

oxidoneductasa)y 1—111 (NADE citocromoc oxidorreductasa)acoplados,la interpretaciónes
máscomplicada,puestoqueel complejoIII aumentamoderadamentesuactividadduranteel
envejecimientoy el complejo 1—111 experimentaun incrementomuy significativo de su
actividada lo largode la vida (figura IV—4).

Conlos datosexpuestos,esevidentequelasvariacionesde las actividadesresultantes

de los complejos1 y III no puedenjustificar el incrementoobservadoparael complejo1—111
acoplado.Cabríapensarqueel efectoobservadofuesedebido, bien a la presenciade una
mayorcantidadde complejoen la mitocondriaen animalesenvejecidos,o a algúnfactor de
acoplamiento(aumentode la actividad intrínsecadel complejo), o incluso considerarla
controvertidahipótesisde Sohal (Sohaly Brunk, 1992), segúnla cual, existeen la cadena
respiratoriauna vía no catalizadadc formación de radicales libres cuyos procesosde
transferenciade electrones contribuyen a sobrevalorarla actividad de los complejos
respiratonos.

Paradiscernirentreestashipótesissehanefectuadolos estudiosinmunológicosen
mitocondriaconel fin de cuantificarla cantidaddel complejo1—111 presenteen los tresgrupos
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de edad.Los resultadosdel análisisde la regresiónlineal efectuadoentrela densidadóptica
obtenidovs cantidadde mitocondriaincubadacon el anticuerpofrente al complejo1—111
obtenido(tablaIV—6), muestranquela pendientede losanimalesviejos essignificativamente
mayorquela deanimalesadultosen un 11.5%,si bienesteaumento,aunquesignificativo, no
parecedar cuenta,por completo,del incrementoobservadoen la actividad enzimática.El
incrementoen la cantidad de enzimapresentedeberíareflejarseen el contenido de los
diferentesgruposfuncionalesque formanpartedel complejo. Sin embargo,la medidaen
mitocondriadeestosgrupospresentaalgunasdificultades,no siendoposible,enalgunoscasos,
sudeterminacióndebidoa los siguientesmotivos:

1) Algunos no son componentesespecíficosdel complejo 1—111, como los centros
ferrosulfuro (centrosFe—S),queseencuentranpresentesen todos los complejosque
componenla cadenatransportadorade electrones,actuandocomocentrosrédox.

2) El PMN presentasimilarespropiedadesespectroscópicasqueel restode flavinas,
tal comoel FAD (De Lucay cols., 1956), queformapartedel complejoII, lo cual
invalidacualquierestudiode estetipo.

3) La determinaciónde citocromospareceser dependientedel método de reducción
(Sato y Hagiara, 1970) y de maneramuy notable de la posiblecontaminaciónde
hemoglobinay mioglobina(Bookelmany cols., 1978).

Por estasrazones,sóloha sidoposibledeterminarlos nivelesde citocromospresentes
en mitocondria. Sin embargo, los resultadosde estasdeterminaciones,no han podido
esclarecerestaprimeraposibilidad,puestoque sólo seha apreciadouna disminución enel

contenido de citocromo b en animales lactantes,no habiendoobservadocambiosen el
contenidoen citocromo c+c1. En cambio, si parececonfirmadoel descensoen la actividad
enzimáticadel complejoIV, al observarseunadisminuciónsignificativaen el contenidoen
citocromo 0±03 en animalesenvejecidos(tabla IV-7). Estedescensoen el contenidode
citocromoa+a,,tambiénesapreciadopor otrosautores(Qenovay cols., 1995),aunqueno
observanningún cambioen los otrosdoscitocromos.Estosmismosautoresseñalanqueel
descensodela actividadespecíficade la citocromoc oxidasaen mitocondriadehígadode ratas
viejas (24 meses)esel resultadodel descensoen citocromo0+03 ya quela actividaddel centro
catalíticode la enzimapermaneceinvariable.

A la vista de estosresultados,pareceevidentequeen el incrementoen la actividad
enzimáticadelcomplejo1—fil, debendesempeñarun papelimportante,losgruposfuncionales
que intervienenen los distintosprocesosde transferenciade electronesqueocurrenen la
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cadenaIransportadomdeelectrones.Sesabequeen estatransferenciade electrones,apartede
los gruposprostéticostalescomoflavinas(FMN) y citocromos(b. c+c>), tambiénparticipan,
como centrosrédox,proteínasferrosulfuradas(Hatefi, 1985),por lo cualcualquiervariación

en su contenidoy/o estructurapodríareflejarseen unavariaciónde la actividadenzimática.

Las determinacionesde estos grupos funcionalesefectuadasen el complejo 1-Hl
purificadoparecenconfirmarel descensode actividaddel complejo1 observadoen animales
viejos, ya que, aunqueno sehanencontradovariaciónen el contenidode hierro no hemo(que
da cuentade loscentrosferrosulfuro),a lo largode la vida, el contenidoenFMN experimenta,
en animalesviejos, unamarcadadisminución.Esteresultadovendríaavaladoporel hechode
que la concentraciónrelativade la subunidadde 51 kDa, implicadaen la unióna NAUN y
FMN, disminuyenotablementeen animalesviejos (figura IV—16).

Aunqueno esun objetivopropiode estaTesisel análisisde la topologíadel complejo,
los estudiosde fluorescenciarealizadosparala determinacióndeFMN, permitenespecular
acerca del microentornoen el cual se encuentrael fluoróforo (término empleadoen
fluorescenciapara designara los compuestosque presentancaracterísticasfluorescentes,

análogoal término de cromóforoempleadoen espectrofotometríadeabsorción).La emisión
defluorescenciade un fluoróforo esmuy sensiblealos cambiosdepolaridadqueseproduzcan
en el microentornode dicho compuesto,de forma que el máximo de emisión de éste,
experimentaun desplazamientoconrespectoal máximodeemisiónquepresentaen disolución.
Estedesplazamientoseproducehaciamenoreslongitudesde onda(corrimientohaciael azul)
si la polaridaddel entornodisminuye,comoconsecuenciade un aumentode la hidrofobicidad,
o hacialongitudesde ondamayores(corrimientohaciael rojo) si la polaridadaumenta.El
corrimientoestantomásacusado,cuantomayorseala variaciónde polaridad.En los estudios
realizados,seobservaqueel máximodeemisiónseencuentra,en las tresedades,ligeramente
desplazadohaciael azul (figura1V—lO), conrespectoal quepresentaen disoluciónacuosa(526
nm), lo que indica queel disolventees bastanteaccesibleal fluoróforo y queéste debe
encontrarseen unazonabastantesuperficialdel complejo,lejosde la regiónhidrofóbicadel
complejo.

En cuantoal contenidoen citocromos(tablaIV—9), querecordemosestánasociadosal
complejo III, la menor actividad enzimáticaobservadaen animaleslactantes,podría ser
productode la menorcantidadde citocromosencontradaen el complejopurificado,resultado
que tambien quedareflejado en la disminución que experimentanlas dos subunidades
implicadasen susrespectivasuniones.Los resultadosobtenidosenanimalesviejos paraestos
gruposfuncionalesindican,quesi bien seobservaun incrementoen el contenidode citocromo
c+c,, el contenidodecitocromob no varía(figuraIV—lá). El análisisde bandas,porsuparte,
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indica que las subunidadesdel complejo implicadas, aumentan ligeramente en el
envejecimiento.Hayqueseñalarla ausenciadebibliografíaenestudioscomparativosde este
tipo en el complejopurificado, lo queaumentael grado de incertidumbrea la hora de
interpretarlos resultados.

Aunqueestosestudiosno evidencianclaramenteun efectode aumentointrínsecode
actividad del complejo1—111 en animalesenvejecidos,esposible comprobarsu existencia
comparandolasactividadesespecificasobtenidasen mitocondriay en complejopurificado.

Si consideramosquelasvariacionesen la actividadespecíficadel complejo1—111 son
productoexclusivarncntedelos nivelesdecomplejopresentesenmitocondria,las actividades
especificasen el complejopurificadodeberíansersimilaresen las tresedades,puestoqueen
estecaso,la cantidadde proteínatotal correspondeprácticamentepor completoal complejo
1—nl, como muestran los estudiosde pureza. El hecho de queestasactividadesmuestrenun
comportamientosimilar al queseobservaen mitocondria,esdecir, un aumentosignificativo
con la edad,indicaque debede existir otro efecto,distintoal dela cantidadde complejo, que
searesponsabledelasvariacionesobservadas.

En mitocondria,lasvariacionesde las actividadesespecificaspuedenserreflejo de los
nivelespresentesde las enzimasy/o de modificacionesde los procesosimplicadosen su
actividad.En cambio, en los complejospurificadosla variaciónde la actividadespecíficaes
independientede la cantidadde complejo,puestoquela proteínapresente,comoseha indicado
anteriormente,correspondeprácticamenteal complejo,manifestándosesolamenteel efectode
mayoractividad.

Sepuedeconsiderarpues,queel incrementototal observadoen la actividadespecífica
del complejoesla sumadel incrementode la actividadespecíficadebidaal efectode mayor
actividad intrínsecomásel incrementode actividadespecíficadebidaal efectode cantidad
presente:

AA1= AA~ + AA~ ríi
siendo
AA~, el incrementototal en la A.E.,
AA~, el incrementoen la A.E. debidaal. efectode mayor actividadintrínseco,
AA el incrementoen la A.E. debidoal aumentode los nivelesdel complejopresentesenea,
mitocondria.
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El incrementoen porcentajese obtendrádividiendo la expresión[1] entre AA~ y
multiplicando el resultadopor cien. Como conocemosel incrementototal de actividad
(mitocondria)y el incrementopormayoractividad(complejo),podemosestimarel incremento
por cantidad. Parael casoentreanimalesenvejecidos(y) y adultos(a), la expresiónanterior
vendríadadapor:

Sustituyendoen la expresión[2] los respectivosvaloresparalasactividadesespecificas
reflejadasen la tablaIV—5 y figura IV—8, obtenemosun valor parael incrementodebidoa
cantidaddecomplejode —13.3% paraanimaleslactantesy de 12.5%paraanimalesviejos en
perfectaconsonanciacon los obtenidosen los estudiosinmunológicos,en los cualeslas
variacionesobservadasrepresentan12.5 y 11.5% respectivamente.

Estosresultadosvienenavaladospor el hechode que la mayoríade las subunidades
proteicasqueaumentanduranteel envejecimientoestánimplicadasdirectamenteen la actividad
del complejo 1—Hl (figura IV—16), correspondientesa subunidadesde unión de centros
ferrosulfuro(75 kDa) del complejo1, citocromosb (43 lOa), c+c1 (27 kUa) y ubiquinona
(13.5 kfla) del complejoIII.
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CONCLUSIONES

Comoconsecuenciadela interpretación,discusióny críticarealizadasde los resultados

experimentalesobtenidosen estaMemoria,seproponenlas siguientesCONCLUSIONES:

1.

— Los estudiosmorfológicosindican quecon la edadseproduceun hinchamientode las
mitocondriasy unadisminucióndel volumende las crestasmitocondriales.

2.

— Ciertosparámetrosquedancuentadela transducciónenergéticaen la nútocondria,como
son el consumode oxígeno, el transportede calcio a través de la membranainterna

mitocondrialy los nivelesdeATP, disminuyenduranteel envejecimiento.

3.

— Estadisminuciónno setraduce,comocabríaesperar,en unadisminucióngeneralizadade
las actividadesenzimáticasde los complejosrespiratorios,sino que estos muestranuna
variacióndesigualen su comportamientoalo largo de la vida.

4.

— Uicha variación,en principio, pareceestarasociadaal númerode subunidades,de cada
complejo en particular, codificadaspor el AUN—mt, de tal forma que el complejo II,
codificado íntegramentepor el AUN—n no experimentavariación. Por el contrario, los
complejos1 y IV queson los que contienenun mayornúmerode subunidadescodificadaspor
el AUN—mt, experimentanunamarcadadisminución. Sin embargo,esterazonamientono es
aplicableal complejoIII, cuyaactividadaumentaligera, pero significativamenteduranteel
desarrolloy el envejecimiento.

5.

— La actividaddelcomplejo1—111 aumentamuy significativamentea lo largode la vida. Este
aumento,sin embargo,no secorrespondeconlasvariacionesen las actividadesenzimáticas
de loscomplejos1 y III por separado,ya quecomoseha indicadoen el apanadoanterior,la
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actividad del complejo 1 disminuyeen el envejecimientomientrasque la del complejoIII
aumentaa lo largode la vida.

6.

— Los resultadosde los estudiosinmunológicosindicanqueen la mitocondriade animales
viejos, losnivelesde complejo1—111 aumentanconla edadenun 11% aproximadamente.Este
aumentono parecejustificar, por sí solo,el marcadoincrementoobservadoen la actividaddel
complejoa lo largo de la vida.

7.

— El hechode queen el complejopurificado seobserveun comportamientosimilar de la
actividad del complejo1—111 al de la mitocondria, indica quedebenexistir, ademásde un
mayornivel de enzimaen animalesenvejecidos,otrosefectosqueincrementenla actividaddel
complejo,relacionadosconel acoplamientoentrelos complejosconstituyentes.

8.

— Lasdeterminacionesde los gruposcatalíticos,asícomoel análisisde las subunidadesque
componenel complejo1—111, indicanque:

a) Aunqueno sehanencontradovariacionesen el contenidodehierro no hemoen el
complejo,sí existeunadisminuciónde algunasdelas subunidadesasociadasa la unión
de los centrosferrosulfuro.

b) El contenidoen FMN, presenteen el complejo 1, y la subunidadasociadaa su
unión, disminuyenduranteel envejecimiento.

c) El contenido en citocromosaumentaa lo largo de la vida al igual que las
subunidadesimplicadasen suunión.

d) Las subunidadesproteicasdel complejoquedisminuyenduranteel envejecimiento
pertenecenmayoritariamenteal complejo1, algunasde las cualescorrespondena

subunidadescodificadaspor el AUN mitocondrial.

e) Las subunidadesqueaumentanalo largo de la vida,exceptouna, correspondena
subunidadesfuncionalesdel complejo1—111.
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fl Existenvariacionesen subunidadesquesi bien,no seles asignauna funcionalidad,
podrkndesempeñarun papel importanteenla estructuradel complejo,destacandola
disminuciónen animaleslactantesy viejos de lassubunidadesde 39, 30, 25 y 10 kUa,
el aumentoen animalesviejos de la subunidadde 9.5 kUa y el aumentoa lo largode
la vida de la subunidadde 7.5 kDa

9.

— En el envejecimientoseproduceun aumentode la actividaddel complejo1—111, y aunque
las razonesdel mismo,no sepuedenexplicarde maneracompleta,esteaumento,desdeun
punto de vista fisiológico, podría correspondera un mecanismocompensatoriode la
mitocondria para hacer frente a la disminución funcional del complejo 1, en animales
envejecidos.
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