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1 N T R o D u e e I o N 

La energía es indispensable para el funcionamiento y rcproducci611 de 

las c5lulas vivas. La fuente Gltima de energía para la vida es la ri1-

diación solar. Los vegetales y algunas bacterj~s la utiliznn directa-

mente para llevar a cabo la fotosíntesis de compuestos orgánicos; micn--

tras que otras bacterias y todos los animales obtienen su energía de 

la oxidaci6n de estos compuestos org5nicos. 

Dentro tle la c~lula la energía se puede encontrar y expresar en varias 

formas; una de las pr~ncipalcs es la ~nergía osmótica a través del 

e~tablacimicnto de gradientes electroquímicos de prutones entre un la

do y otro de ciertas membranas. Huchas de las reacciones que producen 

y las que consumen energía est5n ligadas por circuj.tos de protones. 

Esta energía protónica se utiliza para una gran variedad de funciones 

en la c6lu1n: rotaci6n flngclar en bacterias, transporte de io11as y 

u..e.tabol:!..t:o!':, ge!'!~ración de un potenciu.l de :nembrana, transporte de 

proteínas y síntesis de adenosín trifosíato (ATP). Este último es la 

forma n1ás importante en la cual la energía química se conserva y alma

cena en todos los organismos.· La hidrólisis de ATP, a su vez, se 

acompafi~ de la liberaci6n de energía que permite que sucedan algunas 

rcaccionns termodinámicamente ·desfavorables, sosteniendo así 1.n mnyor 

parte del 1netabolismo cclul~r. La transforn1aci6n del gradiente de 

H+ en energía para la s!ntcsis de ATP fue propue~ta por Pet:cr !'-1itchell 

en 1961 (1) coino la hipótesis quimiosmótica y constituye el "dogmn 
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central" de la bioc;ncrgética. Esto se pucdu esquematizar de la siguiente 

forma: 

CADENA DE 
TRANSPORTE DE 
E.LECTRONES 

FUERZA PROTON 
MOTRIZ ATP 

La transducci6n de energía ya sea de la oxj.dación de sustratos (fosforila-

ci6n oxidativa) o de la absorc~6n de luz (fotofosforilnci6n) a una fuerza 

protón motriz, y la utilización de esta energía p~otónica para la sínte-

sis de ATP están catalizados por complejos multicnzim5ticos localizados 

en.membranas . 

. i 
El::: sistema de .fosfor:ilación oxidativa en eucariontcs se localiza en la 

membrana interna mitocondrial que está compuestR de aproximadamente 70% 

proteína y 30% lípidos. En las mitocondrias de corazón áe res, aproxi-

madamente el 50% de la proteína de la membrana interna está asociada 

al sistema enzim5tico que cataiiza la fosforilación oxidativa. El res-

to incluye, sistemas de transporte y enzimas que actfian como donadores 

de electrones para la cadena respiracori3. Funcionalmente el siste~a de 

fosforilación oxidativa mitocondrial se pued~ dividir en 5 complejos lí-

pido-prot:éicos: 

NADH: ubiquinona oxidore-ductasa (complejo 1) 

succinato: ubiquinona oxidoreductns3 (complejo II) 

ubiquinol: fcrricitocromo e oxldoreduct;1s3 (complejo III) 

ferroc~tocromo e: oxígeno oxidorcdt1ctasa (complejo IV) 

H+-ATP siutct.:isa .. (complejo V) 



] . 

La composici6n de estos complejos se describe en la siguic11tc tnbln: 

TABLA 1-

CONPOSICION DE LOS co:·!PLLJOS DEL SISTEHA DE FOSFOHIJ.ACION OX!lli\Tl\'A('1) 

COMPLEJOS PESO MOLECULAR 

X 10
6 

(MONONERO) 

POLIPEPTIDOS GRUPOS HELACION EN 
PROSTETiCOS HITOCONDRlAS 

I 0.7 - 0.9 

Il o. 14 

111 0.25 

IV 0.16-0.17 

V' 0.5 

(~) Tomado de (2) 
:~ 

25 

4-S 

9-10 

8 

12-14 

Ft>L.1'1,gpo.FeS 

FAD,gpo.Fe-.S 2 
b 560hemo 

b562'b566'cl 3 

hemo,gpo.[2Fe-2S] 

hemo ªª3'Cua • 6-7 
Cu a3" 

adenín nuclc6t:idos 
Ng2+ 

Funcionalmente, los 5 complejos interactú.an como se muestra en el siguiente 

esquema: 

Em 6nV) 
t------320a-240--. I-- -20 a+45--f l-·210a +2BO-t ¡-+3SS--f 

Succina\o/ Fuma rato 
1-

Compeljo 11 FeS,,~~-ll 
bsso FeS¡·~ 

Complejo l 1 Complejo IIt Complejo IV 

NAOHINAo~IFMN,FeSN-1ab,FeSN-4.(3,22J~Q~bss2· bsss; l~c~ u. °3 L . ..,..o?f'H p 
~ ....__~~ 1 !Cu CV 
~ .~ ~ . ~ ~. 

Hm~Eff~"' 
H~ t H¿ 

Cornpl e-jo V 

ATP/ADP,Pi 

Esquema l. Interncci6n entre los complc.jos del sistema de fosforilucJ6n 
oxida.t:ivn. FcSN-4 (3,2) = FeSN-'•,FcSN-J,FeSN-2~ 
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Los complejos I, II, III y IV, la ubiquínona (Q) y el citocromo e for-

man la cadena respiratoria, que cataliza la transferencia de equivalentes 

reductores del NADH o del succinato generados en la matriz mitocondrial, 

a1 oxígeno. Como se muestra en el esquema, los acarreadores de electrones 

de la cadena, parecen abarcar 3 regiones cuasi-equipotenciales, donde la 

caída de energía es menor de 100 mV. En estas regiones hay una conser-

vación máxima de energía. También hay intervalos (representados por el 

rompimiento de la escala de potencial medio (Em)), donde la caída de ener

gía parece ser mayor de 100 mV. El significado de esto en el mecanismo 

de, transducción de energía no se conoc~. 

En~tres etapas a lo largo de la cadena, representados por el complejo I, 

III y IV, la energía de oxidaci6n se conserva a cravis de la transloca

ción vectorial de protones generando un gradiente electroquímico de pro

tones (~H+), que como ya se mencionó se puede utilizar para la trans

locación de iones,. transporte protéico y sínt.esi.s de ATP en t. re otras 

funciones. El sistema es reversible hasta el nivel del citocrcmo e que 

es la tercera región equipot.encial (5). Sin embargo, el paso final 

de la transferencia de electrones del citocromo a
3 

al oxígeno no es re

versible, lo cual desplaza el equilibrio del sistema en direcci6n a la 

síntesis de ATP. Los complejos I. ITI y IV aislados catalizan la 

translocación de protones acoplada a la transferencia de electrones al 

reconstituir~e en vesículas (6) y la incorporación del complejo I o lV 

con la ATP sin te tasa en liposomas, reconstituye la fosforilación oxida-

tíva(7). A conti11uac~6n describimos brevemente cada uno de los comple-

jos. 
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NADH: ubiquinona oxidoreductasa. Complejo I. 

Este complejo cataliza la transferencia de electrones del NADH a la ubi-

quinona, ~coplada a una translocaci5n vectorial de protones. La esce-

quiomet~ía de la translocación de protones acoplada a la transferencia de 

electrónes (H+/e-) se ha calculado que tiene un valor de 1 ó 2 (6). Sin 

embargo el mecanismo de translocación no se conoce (8). 

El complejo I está compuesto de por lo menos 10 polipéptidos diferentes, 

algunos de los cuales se han identificado como la NADH-deshídrogenasa, 

una ferrosulfoproteína no hemo con 4 FeS, la ubiquinona , un flav!n mono-

nti'cleótido (FHN) y un azufre ácido lávil. 

Succinato: ubiquinona oxidoreductasa. Complejo II. 

El complejo II cataliza la transferencia de electrones del succinato a 

la ubiquinona. No transloca protones. 

Este complejo está compuesto de 4 polipéptidos, siendo el principnl com

ponente la succinato dcshidrogenasa; además contíene un flavín adcnín 

nucleótido (FAD), 3 Fe no hemo, 1 azufre ácido lávil y 1 citocromo b 558 (7). 

Ubiquinol: ferricitocromo e oxidoreductasa. Complejo III. 

Este complejo cataliza la tra~sfcrencia de electrones de la ubiquinona 

reducida (QH 2 ) al citocromo c. El mecanismo involucra un ciclo en el 

que la ubiquinona reducida primero se oxida a semiquinona por el cito-

crom0 h
565 

y después a la ubiquinona completamente oxidada por el cito-
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cromo c 1 . En la ''parte reductora'' del ciclo, la ubiquinona reduce al 

citocromo b
562 

y pasa a la forma de scmíqttinona. En un segundo paso la 

ubiquinona se reduce nuevamente por el sustrato, ya sea del complejo 

I o II (7,8). La transferencia de electrones a través del complejo III 

está acoplada a la translocación de protones, con una estequiometría de 

H+/e-~ 2 y una tr~nslocación neta de c~r&a positiva p~ra afuera de 

El complejo III es un dímero. Cada monémero está compuesto por 9-10 

po1ipéptidos diferentes, 3 de los cuales están asociados a los centros 

redox. Estos centros son los hemo b
562

, b
566 

y c 1 ,el complejo 

[2~ Fe-28] tipo Rieske.. Además de dos especies de semiquino·,i,a en di-

ferentes dominios del complejo. 

Ferricitocromo e: oxígeno oxidoreductasa. Complejo IV. 

Se ha designado también como citocromo oxidasa; es un complejo polipep-

tídico que cataliza el paso terminal de la cadena respiratoria. Catalí-

za 1a reducción con 4 electrones del oxígeno molecular por un solo dona-

dar de electrones, el ferricitocromo c. Está compuest?. por 2 centros 

redox que difieren en Em aparente en 100 mV. El primer centro es el 

citocromo a Cua que recibe electrones del ferrocitocromo e y el segundo 

centro es el citocromo a
3 

Cu
83 

.. que es el sitio de reducción del oxí-

geno. 
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La citocromo oxidasa es una bomba de protones rcdox dependiente. Se ha 

propuesto que genera una fuerza protón motriz por dos mecanismos dife-

rentes acoplados y en serie. Primero una translocaci6n pura de protones 

que involucra al hemo y segundo una "anulación" <le cargas eléctrica~ 

cuando los electrones del citocromo e en el lado citopl5smico se unen con 

un protón que proviene del lado de la matriz mitocondrial y se unen a 

1/2 o2 para formar H20. Este último paso es el único irreversible de la 

cadena de transporte de electrones (7). 

L~ fuerza prot6n motriz generada de esta forma por la cadena de trans

porte de electrones se transforma en energía química de ATF por la 

Hf._ATP sintctasa (complejo V) que se encuentra localizada en la cara in-

terna de la membrana interna mit.oconclrial. 

H+-ATP sint.etasa 

A. Esc.ructura 

La H+- ATP sintetasa mitocondrial es la enzima terminal de la fosforila-

cíón oxidativa. Cataliza la siguiente reacción reversible: 

La H+ ATP sine.et.asa tanto mitocondri.:il como de clorcplast.os y b4lcter.ins, 

consta de dos sectores: el f~ctor de acoplamiento F 1 que sale de la 

membrana y que se puede liberar de isca por distintos m6todos físicos. 

La forma soluble de la cnzi1no. (F
1
), retiene la habilid.:-id de hidrolizar 

ATP, pero no la de sintetizarlo. ex~cpto en condiciones e::;peciales que 

se det.allar5n m5s adelante. El otro factor es el sector hidrofóbico o 
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Fo, está integrado a la membrana y tiene la capacidad de translocar los 

protones • 

.. 
l. Sector Catalítico 

Se ha descrito que el factor de acoplamícnto F 1 tiene un peso molecul~r 

de 347,000 (9) o de 360,000 (10), y consiste de 5 subunidades diferen

tes: o{, ~ , "t ~ f y l. y de. un pé(Jt.ido disociable, la proteína inhibi

dora. La estequiometría de las subunidades se ha establecióo como ot..~~~ 

~ f ~ por estudios de marcaje de grupos sulfhidrilos en el factor F l 

d~ la bacteria termofílica PS3 (TF 1 ) por Yoshida (11) y,en experimentos de 

marcaje de afinidad y recuperación de las subunidades purificadas rea-

iizados por Esch y Allison (12). 

Se han iden~ificado sitios de unión de adenín nucleótidos sólo en las 

subunidades <>(. y ~ Estos sitios son de dos tipos; unos en que la 

unión es rápida y reversible (sitios intercambiables) y que correspon-

den a 1os cata1íticos. y otros en que la unión es lenta y prácticamente 

no son disociables {~ir;o~ nn-intPrcambiables). Con base en las siguien

tes observaciones se ha postu1ado a la subunidad ~ como la responsable 

de la actividad catalítica. Experimentos de inhibici6n de la actividad 

hidrolítica por diciclohexilcarbodimida marcado con
14c (DCCD) de Yosi1i

da (13.14) que se acompafian d~l marcaje de la subunidad P y experimen-

tos con an5logos de ATP fotoreactivos que se unen covalentcmente al si-

tio activo, muestran que 5sce se encuentra en la subunidnd ~ (15.16). 

Se l1an descrito por lo menos 4 resLduos esenciales para la actividad 

en la subunidac r y son: arginina, lisina, tirosina, y glutimico. Se 
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ha propuesto que el residuo de arginina participa en la unión al fosfa-

to (17.18). el de lisina en la unión de adenín nucleótidos (19), el de 

tirosina con el ADP y el de glut:ámico en la unión de Mgz+ (20). Re cien-

tement~ se ha logrado observar en la subunidad ~ aislada actividad hidro~ 

lítica aunque muy baja (21). 

Estos resultados, sugieren que el sitio catalítico del complejo H+-ATP 

sintetasa est5 localizado en la subunidad ~ del factor de acoplamien-

Sin embargo, también se ha propuesto que el sitio activo puede 

e~tar localizado en la subunidad ~ pero en la interfase entre ista y 

la subunidad ""-- (22,23). También hay resultados que sugieren que en esta 

iriterfase están localizados los sitios de nucleótidos no intercambia-

bles (24). 

El sitio de unión de adenín nucleótidos de la unidad d... es de alta afini-

dad y <le disociací6n lenta y ha sido calificado como incapaz de inter-

cambiar nucleótidos.·La asociación del nucleótido a la subunidad e=><.-. 

n0 requiere de Mg2+(2S)~ y ~e ha descartado que ~enga una relación di-

recta en la catálisis (26,28). El papel de estos tres sitios no se cono-

ce con exactitud por lo que s~ ha propuesto un~ función regul~dora (29,23) 

o una esencialmente estructural análoga a la de algunos metales intrín-

secos de algunas enzimas (JO): Sin embargo no se tiene la certeza so

bre la composició~ de adenín nucleótidos en la H+ATP sintetasa in vivo. 
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La subunidad t no t:icne sitios de unión para nuclc6tidns. Los cstu-

dios de entrecruzamiento en el corr1plejo aislado (31), y otros m~s re-

cientes acerca de la estructura tridimensional de la cnzim¡1~ ~ugicrc11 

que la .,;:subunidad ¿' está en la parte central del complejo, intcractuan-

do cor. las subunidades d... y ~ De esta forma se le ha propuesto un 
, By\ 

papel organizador del complejo o'--\ o , que es la mínima unid~d con acci-

vidad catalítica del orden de la enzima nativa (32) (la ~ aislada tiene 

muy baja actividad). 

Co,n respecto a las subunldades Ó y & se 11a propuesto que intcrnct~nn 

con el sector membrana!. Se ha demostrado que la subunidad aislada 

itlhibe la conductancia a protones y permite la formación de un potenc~al7 

que se aumenta por la adición de la subunidad 't en partículas sub-

mitocondriales (33). En bacterias se ha probado que la subunidad 8' 

es la que interactúa principalmente con el sector membranal (32,34). De 

estn forma se ha propuesto que las subunidades Ó y & tanto mitocondrin-

les como bacterianas, se unen al sector membranal y lo conectan con el 

complejool...~ ~ aunque no hay evjdencias claras de cómo se unen al resta 

del factor F 1 . 

La prote!na i11hibi<lora generalmente se encuentra asociada n la F 1 

in vivo , y es capaz de inhibir la l1idr6lisis de ATP en lit c11zima ~0lt1-

ble y en la unid.:i a l..a membran.:i, .:isí como todas las reacciones dcpcnd i·~n-

tes de hidr~lisis de ATP en la mitoco11dria. Sc 11a propuesto que lil ~1su-

ciación de la proteína inhibidora con la ATP sintct.::isa in vivo se regula 
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por el estado energético de la membrana (35,37) y por la cantidnd de 

proteína inhibidora presente (38). Para que la proteína inhibidora 

inhiba a la ATP sintetasa se requiere que la enzima hidrolice sustrato 

(39). G6mez-Fernindez y Harris (40) proponen que la hidr6lisis de NTP 

produce un estado conformacional que favorece la interacción de la 

proteína inhibidora con la ATP sintetasa; por otro lado Van de Stadt 

y colaboradores (35) han propuesto.que la interacción depende de la re-

lación ATP/ADP. 

Ex,..:i.steri evidencias que demuestran que la proteína inhibidora se une a 

la subunidad ~ de la F 
1 

soluble (41) y hay rcsul tados experimentales 

qri~ sugieren que se une a un sitio diferente al sitio catalítico (42). 

"· Se ha demostrado que se ·necesita sólo 1 mol de proteína inhibidora para 

inhibir totalmente 1 mol de F 1 (41) a pesar de que existen 3 moles de ~ 

Sin embargo, no se sabe si tienen más sitios de unión. 

2. Sector Membranal.. 

El factor F
0 

es muy poco conocido; se ha estudiado y purificado en bac

terias, en donde constan de tres subunidades diferentes, a,b y c. En 

mitocondrias se han detectado por lo menos 9 polipéptidos diferentes co-

mo componentes de Fo. La estcquiomet:ríade este sector en bacterias no 

está bien establecida, pero se ha propuesto a
1

b
2

c
10

,ó a
1

b 2 c 12 ,ó a 1b 2 c 6 (30). 

Los datos sobre la hidrofobicidad de las secuencias de los polipéptidos 

sugieren que atraviesan la membrana dos veces y que tienen una porción que 

une ambas partes por fuera de la membrana. 



,_._ 

Se ha demostrado que los polímeros de la subuni<lad c. o protenl lpido. ~~ 11 ~ 

capaces de translocar selcctivan1cnte proconcs. El mecanismo de cranMll1-

caci6n de protones a ~rnv5s de la mcinbrana se conoce pOCLJ. I>ur otrt> 

lado. los resultados de experimentos de mutaciones y díg•:::-it ión con pn,t-..·.1-

sas sugieren que las subunidades a y b están relacionadas con la unión 

del sector membranal al factor F
1

• 

También se han descrito en la H+- ATP sintetasa mit.ocondrial otros seg-

mentas que no son propiamente ni del sector F
1 

ni del sector F
0 

y son: 

la proteína que confiere sensibilidad a oligomicina (OSCP), el factor 

La OSCP tiene como función principal unir al factor F
1 

con el sector 

membrana! (43,44) y confiere sensibil.idad de 1.a actividad hidrolítica 

a la oligomicina. aunque no es el sitio de unión de ésta) (31.15) al 

DCCD y a la rutamicina (44). Esta proteína es esencial. para la corrcct~ 

reconstitución del factor F
1 

con el sector membranal (46). 

El factor B es una proteína que est5 unida a F
0 

aparentemunte por m~<liL' 

de la subunidad e de Gsta. Se 11a sugerido que participa en la orgat1i.·:1-

ción del canal de protL111cs a tr.:i.vés de sus grupo.s tiol (!+7) aunquC' nP !:.1v 

evidencia directa. Es necesario ¡>ara el acoplamie11to Liel f.:1ctor F ~· !.t ,, 
translocación <le protones con el factor F

1 
y la ai:.tividad catalític.t ~ ·.s). 

El pap~l del fuctor 6 no está bien d!.!finido todavi:a; Sl! h.:.t propucstL1 que 

participa en la unión e.le Fl a F
0 

(49-51) de unn manera nt1 directa !'>Ílll' 



en conjunto con la OSCP (52) aunque hay evidencias contradictorias (48). 

B. Catálisis. 

Existe? muchos resultados que demuestran que la síntesis y la hidrólisis 

de ATP comparten el mismo sitio catalítico en la H+-ATP sintetasa mito-

condrial~ de cloroplastos y bacterias. Sin embargo, se debe suponer que 

la entrada de ~nergía debe favorecer algún estado conformaciona1 del si-

tío catalítico en que la reacción de síntesis sea preferente (53). 

S~ ha demostrado también que no existe en el ciclo catalítico un inter

mediario fosforilado covalente. Por un ladn ciertos estudios estereo

q~ímicos de la reacción de transferencia del grupo fosfori1 a su aceptar, 

y el análisis de la configuración del producto~ demostraron que hay una 

transferencia directa del fosfato del ATP al H
2

0 durante la hidróU.sis (54). 

Por otro lado. los estudios de recambio con 180 durante la síntesis han 

probado que e1 puente de oxígeno entre el ADP y el Pi lo da el ADP (55), 

lo cual indica que no hay intermediarios covalentes con la enzima durante 

esta transferencia. 

Existen evidencias que sugieren que la interconversión reversible de 

ATP en ADP y Pi en el sitio catalítico puede ocurrir sin necesidad de 

un cambio apreciable de energía libre. El grupo de Grubmeyer en cloro-

plastas (56) dedujo una Keq de OaS para la hidrólisis de ATP no estimu-

lada y Feldman y Sigman (57) midiendo la síntesis de ATP una Keq de 2. 
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El grupo de Boyer, midiendo recambio Pi~H2 18 o en la Fl .soluble demns-

tró una interconversión continua de ATP en ADP y P:i en el sitio activo (58). 

De manera independiente, el grupo de de Meis demostró que una enzima so-

luble, en este caso la pirofosfacasa, en un medio con una menor actividad 

de agua producido por solventes orgánicos, ·es capaz de sintetizar piro-

fosfato a partir de Pi del medio (59). Sakamoto y Tonomura (60) obser-

varon que la F 1 mitocondrial sintetiza ATP unido a la enzima a partir de 

ADP y Pi del medio en un medio con dimetilsulfó.x:ido C-1e
2

SO). Lo cual 

co.1:-robora que la formación del enlace p-~-fc..sforil del ATP se lleva a cabo 

sin necesidad de energía. 

La F1 nativa contiene 3 moles de nucleótidos unidos no intercambiables 

y es capaz de unir 3 moles más del análogo no hidrolizable S' -adenilil

f - t' - imidodifosfato (AMP-PNP) por mol de F1 , con una alta coopera-

tividad negativa de uni6n etitre los sitios. El primer sitio tiene una 

Kd de 18 nM y los otros dos de menor afinidad, con una Kd de alrededor 

de 1 r H (61). Esta cooperatividad negativa también se ha reportado pura 

el mismo sustrnto (ATP) y para otros an5loeQs como el 2', 3' - 0- {2.~.6-

Trinitrofenil) ATP (TNP-ATP) (b2). 

Cuando un solo sitio catalítico de la F
1 

une su!->tr.:ltü, ("primer :-:>iti\ 1"), 

la enzima muestra una velocidad de hidrólisis muy baja siendo la dis\!-

ci.::ición del producto el paso limitnnte (56,62,63) . .-\1 ocup.:.1rsc un scg1.111-

do sitio catalítico ~ ya sea por un an5logo o incluso por el mismo sustr.:.1-
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to, hay una aceleración de 106 veces en la hidrólisis del "primer sitin" 

(61,63). Se ha sugerido también que la ocupación del tercer sitio provo-

ca a su vez una aceleración1 aunque menor, en la hidrólisis del segundo 

sitio. 

Grubmeyer y colaboradores (56) determinaron. en F
1 

de cloroplastos 

Ka para ATP en el "primer sitio" de lü-12M-l y una Kd para el ADP 

una 

en 

hidrólisis no promovida de 0.28 ;{H. Cross por su parte (61), encontró 

una Km para el segundo y tercer sitios de 30 y 150 r M respectivamente .. 

El, incremento en la velocidad de hidrólisis de ATP en el"primer sitiou 

por la unión de sustrato en el "segundo sitio" involucra tanto la ace-

1eración de la velocidad de rompimiento del enlace, como el aumento en 

la liberación del producto (63,61). La afinidad por los productos en 

el "primer siti.o" decrece por un factor de 105 o hasta 106 al ocuparse 

el segundo sitio, lo cual aumenta la velocidad de salída de éste. El 

grupo de Boyer ha mostrado que la unión de ADP y Pi promueve la libe-

racíón de ATP durante la síntesis (64) y que la unión de ATP promueve 

la liberación de ADP y Pi durante la hidrólisis neta (65). Estas carac-

terísticas demuestran una cooperatividad positiva de catálisis y una ne-

gativa de unión de nucleótidos. 

El grupo de Hatefi ha demo~trado que esta cooperatividad entre sitios 

es también característica esencial en la reacción de síntesis en la 

ATP sintetasa mitocondrial unida a membrana (66) y el grupo de Boyer lo 

ha demostrad~ para la fotofosforilación (61). De esta forma la coopera-
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tividad entre sitios y los can1l1ios grandes en afinidacles <le los sitios 

catalíticos por sus sustratos y productos, son parte necesaria e intcgr¡1l 

de la catálisis tanto hidrolitica como sinc5tica. 

Por otro lado, se han reportado numero.sos agentes que mod.i.f ican a la 

F 1 y rcoccion~n con l~ mit~d o con ~n tercio de los ~itlo¿. T~nto el 

4-Cloro-7-Nitrobenzofurazano (NlJf-Cl) como el <le DCCD uni~ndose a un 

solo residuo en la F 1 (para Nbf-Cl una tirosina (68-69) y glut5mico pa

ra DCCD (70-71), inhiben en más de un 95% la capacidad hidrolítica de 

la enzima. Tambi~n se sabe que 1 mol de efrapeptin3 por mol de F
1 

inl1l

be '\tanto 1.a síntesis corr.o la hidrólisis de ATP en partículas submito-

cqndriales (72). 

Modelos del Mecanismo Catalítico 

De esta forma y basados en las siguientes premisas, se han po&tulado va

rios modelos que i.ntent.an e:.;plicar el mecanismo catalítico de la H+ ~ATP 

sintetasa. 

l. El rompimiento y la formación del enlace ~ - t fosforil del 

ATP puede proceder sin un requerimiento de energía en el sitio catalítico 

tanto en la F
1 

soluble como t:n la unida a tiiembr.'.lna. 

2. Lu ~ne rgía de 1 gradiente e lcct roquímicu <le protones. gene r.:.1da Jhn-

la caden.:.i e.le transporte d\.! e l<.."ct rl'tlt.:!S Ll la hidrólisis de ATP, y r11..1 1 l"'S 

protones directamente como su l1a propuesto (73)~ pueden provocar cam~il1s 

en las aiitiidades de los sitios de un~6n de adenín nucle6cidos y Pi et1 

la F
1

• rle tal forma que la unión de sustrato y la liberación de producto 

se faciliten. 
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3. Los sitios de nucleótidos muestran un alto grado de interacción. Hay 

cooperativ~dad negativa de unión y positiva de catálisis. 

Modelo de tres sitios idénticos v alternantes 

El grupo de Boyer ha propuesto el "mecanismo de cambio de afinidad de 

unión dependiente de energía'' (·revisado en 27)~ cuyo fundamento es la 

participación alternante y en secuencia de los tres sitios catal~ticos,con 

cambios de afinidad en la unión de nuc1eótidos dependientes de energía 

como base para la síntesis de ATP en la enzima unida a membrana (74); 

au~que se aplica también a la enzima soluble. Una característica impor-

taute de este modelo es que los tres s~tios se toman como idénticos 
~f 

y ·participando en secuencia. Durante la hidrólisis cada sitio "en tur-

no" pasa por tres etapas: unión de ATP,interconversión del ATP fuerte-

mente unido en ADP y Pi fuertemente unidos, y liberación del ADP y Pi; 

en la síntesis el proceso sería igual pero de dirección opuesta. Catja 

una de las tres subunidades pasarían por un estado transitorio correspon-

diente a cada una de las tres diferentes conformaciones principales en 

un tiempo dado .. 

ENTRADA 
de 

ADP. Pi 

CAMBIO DE AFINIDAD INTERCONVERSION 

LIGADO· A ENERGIA (Recambio de Oxígeno) 

•

0

P ~~,F-?F~V 
'<.i;:J HOH ~ ArH+ ATP ATP 

ATP 

LIBERACION DE ATP 
Esquema 2. Participación de los tres sitios alternantes en el mecanismo 
de cumbio de unión. El esquema muestra un tercio del ciclo de la enzima 
según ei IDodelo. L - unión débil (catalíticamente inactivo), T - unión 
fuerte (catalíticamente activo), o- sitio con baja afinidad (inactivo). 



!B. 

Proponen que la translocación de protones debe estar ilCopl.J.da a una tn:111-

sición conformacional del complejo enzim5tico que determine los cambios 

de afinidad en la unión de Pi> ADP y ATP. 

Tomando en cuenta que el complejo ATP sintetasa tiene una cin~tica de en-

zima cooperativa (75>76)~ se ha estudiado el mecanismo por el cual una 

subunídad afecta la velocidad de reacci6n de otra subunidad o del complejo 

entero. Si la unión de un ligando a una subunidad modifica la velocidad 

de la reacción en otra subunídad> la concentración en el medio de este 

li~ando cambiará la partición de 

enzima (58). El grupo de Boyer 

moilítores de los intermediarios 

la reacción de incorporación del 

los intermediarios de la reacci6n en la 

utiliza las reacciones de ;ecambio como 

de la reacción. Las m5s utilizadas son: 

18
0 del ¡ 18o] HOH eP. el Pi durante la 

hidrólisis de ATP y la reacción de incorporación de 180 en el ATP duran-

te la síntesis. La modulación de estas reacciones de recambio de oxígeno 

por el estado de energizaci6n, la presencia de dcsacoplantes e inhibido-

res, o por cambios en la concentración de sustratos, ha contribuido impar-

tantemente al desarrollo del modelo de los sitios catalíticos alternantes. 

Los result.:idos de e~tos recambios S(.! han analizado bajo la premisa de qu.._• 

reflejan el rompimiento reversible ¿¿ .-\TP unidG en A~lP y Pi fijo~; en 

un .sitio c.:it:ilític.:o. En L-1 hidróli.sis de: ATP catalizada pur cualquil.:'r 

ATP sintet3Sil en prcs~ncia de 11 18oH~ un mínimo dl! un .5.tomo de oxíg .... •n,, d1.: l 

agua deb~ aparecer en cada Pi form¡1<lo. lo cu~1l ~st5 determinado por 1~1 ~~-

tequiometría de la reacc~6n (rec~mbio medio). Otros 
18

0 adicionales pl1e-
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den aparecer por reacciones de recambio; en el recambio ATP ~HOH hay 

una incorporación de más de un átomo de oxígeno del agua en ~l Pi del 

ATP en el sitio catalítico antes de que se libere (recambio intermedio). 

Esto p~rmitc una estimación del número de veces que el ATP en el sitio 

catalítico se hidroliza y sintetiza antes de liberarse el Pi al medio (58). 

En esta forma. la relación O/P (oxígenos del agua en cada Pi liberado 

durante la hidrólisis). tiene un límite superior de cuatro, que corres-

ponde a un nGmero infinito de reacciones reversibles antes de la libera-

c~ón d~l Pi y un límite inferior de 1 dctermin3do por la estcquiomctrín 

de, la reacción. A bajas concentraciones de ATP (0.035 r :-t). el 
18

0/p es 

ae· 3.96 y a concentraciones altas de ATP (5 mN) de 1.02. Si se calcula 

el número de h~drólisis reversibles del ATP unido antes de la liberación 

de Pi se ve que hay una diferencia de 1.1 x 104 veces. lo cual sugiere la 

posible utilización de la energía de unión del ATP para cambiar la velo-

cidad de las reacciones involucradas. Esto a su vez es un reflejo del 

grado de acoplamiento entre los sitios alternantes. 

El recambio Pi -:e=. HOH en partículas submit:ocondriales es dependiente de 

energía (77). ya sea de un su~trato oxidable o de la hidrólisis de ATP. 

Esto sugiere un requerimiento de energía en la unión y el rompimiento 

del ATP para dar la energía de unión de Pi en una forma que permita la 

formación reversible de ATP. ene en el tiempo sóln 

si hay ATP en el medio; lo que ~ugiere qut.? la liberación del Pi al n1t.:!d i~l 

requiere de ATP además de la presencia de energía proveniente de la oxi-
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dación de sustr~tos(78). 

Se han medido carnbiin los efectos de variaciones en la cor1centración 

de Pi a concentraciones saturantes de ADP. y de variaciones de las con-

centraciones de ADP a concentraciones saturantes de Pi durante la sínte-

sis. Al disminuir la concentración de Pi el grado de recambio interme-

dio aumenta i.e. cada ATP unido pasa por más rompimientos reversibles 

antes de ser 1iberado. De 1.a misma fo.rma hay un incremento del recambio 

intermedio ATP ~HOH a bajas concentraciones de ADP. Esto sugiere que 

el~ATP Sintetizado en un sitio no se libera hasta que se unen el ADP 

y 71 Pi en un segu~do sitio (64). 

En este modelo, durante la fosforilación oxidativa neta, el ATP se forma 

en un sitio y está fuertemente unido. No se libera hasta que ADP y Pi 

se unen a un segundo sitio y exista gradiente de H+ lo que permite que 

el complejo ATP síntetasa ~embranal esté energizado. En condiciones 

para 1a hidró1isís, la unión de ATP en un sitio se acompaña de la hidró-

1ísis del ATP antes fuertemente unido en un segundo sitio. 

En este modelo existe un solo· sitio de interacción de energía que provo-

ca una transición confvrmacional responsable tanto de la ~remoción de la 

unión de ADP y Pi en un sitio como de la liberación del. ATP fuertement.: 

unido en otro sitio (64). 
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ADP Pi cat = subunidad catalí'tica 

Esquema 3. Modelo de tres sitios idéntícos y alternantes. 

Mode1o de dos sítios catalíticos alternantes y uno regulador 

Analizando el número de sitios de unión del análogo hidrolizable de ATP 

TNP-ATP el grupo de Grubmeyer y Penefsky observa que éste tiene dos si-

tíos de uníón y que ambos se pueden hidrolizar a la misma velocidad, por 

ello proponen dos sitios catalíticos (62). La velocidad de hidrólisis 

en estos sitios aumenta al incrementar la concentración de T~P-ATP o de 

otros nucle6tidos en el medio y se ve muy disminuida cuando la relación 

nucleótido-enzima es muy baja (63). 

De esta forma, se propone un mecanismo en el que tambiGn hay una parti-

cipac~ón en secuencia de los sitios con cambios de uni6n dependientes 
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de energía, pero sólo de dos subunid.:i.dcs ~ . Pc•r su parte~ el grupo tk 

Gautheron, Godinoc y Di Pietro (79) sugiere que la otra subunidad ~ 

no cata!ític.J es reguladora. Demuestran una cinética bif5sica de inhi-

bición -de la actividad por un análogo d~ ATP, el 5' [P-(fluorosulfonilJ 

benzoLl] adcnosina (FSE~) y por lo que p~oponc ln c~ist~n~in de dos ti-

pos de sitios , uno regulador y ocro catalítico coexistente (79). 

También han demostrado un comporcamiento "histerético" de la F 1 ATP sin-

tetasa (80) que se caracteriza ~or la unión lenta de ADP que induce 

una inhibición progresiva de la hidrólisis de ATP. La unión de 1 mol 

d~;. ADP por mol de F 
1 

es capaz de inhibir c.'.J.si totalmente la actividad. 

Esta inhibición y la unión de ADP son reversibles sólo en ausencia de 

En esta forma proponen que el Mg
2
+atrapa al ADP en un--sltio y 

lo deja en no-equilibrio con el medio y que este ADP unido. en un sitio 

regulador es capaz de inhibir tocalmente la actividad. Est~ sitLo no 

tiene las características de los clasificados de unión fuerte, puesto 

que e1 nucleótido se desprende al flltrar por gel, y tampoco es un si-

tio catalítico, puesto que el nucleótido permanece durante la hidróli~is (81) 

cae subcnidad ...-~1talít ¡. 

ATP 
E!lquema 4. Modelo d~ ... 2 sitios cat:.il!ticos alternances y uno regulador 
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Mode1o de subunidades heterogéneas. Un sitio catalítico v dos reguladores. 

El grupo de Wang por su parte. propone la existencia de una subunidad ca

ta1íti~a y dos subunidades reguladoras (82-85). Estos investigadores 

proponen que la hidrólisis y la síntesis suceden en el sitio catalítico 

de una subunidad ~ determ~nadR, que ~ s11 vez ~ntera~tGa con lns subunid~

des menores y con los otros dos sitios catalíticos latentes en una forma 

única, siendo las propiedades catalíticas de este sitio afectadas por es

tados de ligación de nucleótidos en los sitios catalíticos latentes y 

por lo~ sitios reguladores (83). Los mencionados investigadores obser

v¡ron que tanto en la enzima particulada como en la soluble, se presen-

Si una recuperación de la actividad después de la inhibición por varios 

reactivos covalentes como el Nbf-Cl y el DCCD, sin que disminuya la can

tidad de inhibidor unido. El experimento consistió en marcar la enzima 

con uno de estos inhibidores (1 inhibidor por enzima), después se indujo 

un rearreglo de las subunidades (con LiCl en la enzima solubl~ (84) y 

por reconstitución a partículas (83)),finalmente se midió id actividad 

de la enzima rearreglada comparada con la de una enzima control sin 

~nhibidor covalente. Por otro lado, también se ha observado que la unión 

de ADP y Pi a una subunidad ~ dif erence a la catalítica provoca un cam

bio drástico en la fluorescencia del Nbf unido al sitio catalítico (8~.85). 

En esta forma se propone que la unión de ADP provoca un cambio conforma

cional en la(s) subunidad(es) ~ reguladoras, el cual a su vez desencade

na. a través de interacciones entre las subunidades, un cambio conforma-
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cional en la subunidacl ~ catal!tica modulando asi s11s propicd.:tdcs caen-

líticas. 

ATP ADP 
Pi 

.C:squema 5. Modelo de subunidadcs heterogéneas. 

cat 
reg 

subunidad C.'.lt.:1 l Í:C ica 
subunidad ceg11l:1dora 

Estos tres modelos difieren princ~palmente en la participaci6n relativa 

de las tres subunidades ~ durante la cac~lisis. Hay varios puntos 

los que se e:cpresan claramente sus diferencias m5s importantes: 

l. El aumento en la concentraci6n de sustratos incrementa varias ve~c~ 

la velocidad de catálisis. 

subunida<lcs, en la cu.:Ll la unión d~l su.c.;tratL1 t.!!l un !->L'gu11JL1 sit ¡," 

aumenta la Vt.2'1ocitlad <le hidrólisis del pri1~i. ... •r siti..._,. En el otr'1.' l.!>:-
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tremo, est5 el modelo de un solo sitio catalítico (Wang y colabora-

dores) que lo explica también por interacciones entre las subunida-

des, pero en este caso el nucleótido se une a una subunidad ~ re-

g~ladora que no e~ capaz de hidrolizarlo, y que en estas condicio

nes estimula la hidrólisis de la subunidad ~ c~talítica. El mode-

lo que propone dos sitios catalíticos (Gautheron y colaboradores 

y Penefsky y colaboradores) propone una cooperatividad positiva, 

pero· s6lo requiere de dos sitios para explicar sus resultados. 

2.. Hay inhibidores que en cantidades subestequiom~tricas ( 1 inhibidor 

por enzima), inhiben completamente la hidrólisis, pero- la síntesis 

=~ no se ve inhibida en igual proporción. 

El modelo de tres sitios equivalentes predice que la catálisis re-

quiere de los tres sitios intactos para poder realizar la reacción. 

Propone que la síntesis se ve menos afectada porque los tres si.ti.os 

catalizan a m~nor velocidad. El modelo de un sitio catalítico 

explica que el inhibidor se une a la subunidad catalítica y por es-

to no hay actividad al unirse 1 mol de inhibidor por mol de enzi-

ma. y que la sintesis no se ve afectada porque en las condiciones 

en las qUe se mide, (reconstitución de la F
1 

-modificada en partícu

las submi.tocondriales dcpletadas de F 1 ), se favorece el rearrc~l\• 

de las subunidades, pasándose la ~ modificada ahora a un "sitiu 

r~gulador'' y ocra subunidad ~ antes reguladora pasa a ser cat;tli

ti.ca .. 



3. La local~zaci6n y el efecto del ADP que se ttne e inl1ibc la 11idr~li-

sis. 

El modelo de tres sitios equivalentes propone que el AllP se une a 

un sit:io catalítico y la inhibición .se debe a que se rcqui.l..!rc <ll.! l;t 

subStitución de ese ADP por ATP; sin embargo~ esto sólo sucede si:1 

En cambio en el modelo de dos sitios catalíticos y uno r~gu-

lador. se propone que el ADP se une al sitio catalítico o regulador 

puesto que permanece en la enzima durante la hidrólisis de :-lgATP, 

a pesar de que modificn la hidrólisis de éste. 

De.esta forma se ve que la interacci6n entre los diferentes sitios de . 
uni6n de adenin nucle6tidos así como el contenido de ~seos es una parte 

esencial del mecanismo catalítico~ y de la estructura de la H+-·ATP sin-

tecasa; sin eabargo de ninguna manera está claro aún cuál es la interrc-

laci6n entre los distintos sitios catalíticos y los reguladores de la 

ATP sintetasa. Para tratar de alcanzar una mejor compensión de las 

distintas interacciones de los distintos sitios de la H+-ATP sin~etnsa 

mitocondrial> decidimos explorar si la actividad hidrolítica y la reac-

tividad de grupos específicos de la enzima se ven afectados cuando un 

ADP unido en un sitio catalítico se transforma en ATP en un medio con 

Pi, Mg
2+ y Me

2
so. Pensamos que la posibilidad de transformar un ADP 

en ATP en un sitio cat:al!t:ico, ofrece un buen modelo pnr.:i. e5tudiar cti.:-.P 

una subunidad cata} Ít:ica a lu cual ~e le puede modificar et i..:ont~n idll 

de adenín nucle6cidos afecta el ciclo catalítico~ la pnrtici¡>uci6n r~-

lntiva de las subunldadt!S en d"istintas condicionet•, ru..;í como alguno~ 

efectos sobre la conforn.ación de la enzima. 
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Para poder ana1izar el posible efec.to de este ATP unido y sintetizado 

en la enzima, primero se analizaron las características catalíticas y 

la reactividad de residuos de aminoicidos espec~ficos en Me
2
so. Parn 

este último punto utilizamos al inhibidor covalente Nbf-Cl que se sabe 

se une .a una tirosina de la subunidad ~ de la F 
1

• Después se analiza

ron la actividad hidrolítica y la reactiivdad de este mismo residuo a 

Nbf-Cl en la enzima que previamente sintetizó ATP comparándola con una 

enzima en que la síntesis fue prevenida. 
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MATERIALES Y METODOS 

I. Preparaciones Biológicas. 

A. PreParación de rnitocondrias de corazón de res. 

La utilizaci6n de corazón de res permite la obtenci6n de grandes canti-

dades de mitocondrias ricas en crestas sobre las cuales está localizada 

la H±ATP sintetasa. El método utilizado para el aislamiento de las mico-

condrias es una modificación del descrito por Low y Vallin en 1963 (8h). 

Los corazones de res frescos son mantenidos en baño de hielo y todo el 

prb'cedimiento se lleva a cabo en un cuarto a + 4ºC. 

Los corazones se limpian de tejido conectivo~ grasa y coágulos de san

gre. Se cortan en trozos pequeños y se muelen en un molino de carr.e. 

Por cada kilog~amo de carne molida se agregan 4 litros de sacarosa 

250 mM/Tris-CJ. SmH pH 7 .4/EDTA 15 m}1 y se reajusta el. pH con Tris-bnse 

concentrado. Se homogeneiza en una licuadora Waring Hod 32 DL39 por 3U 

segundos a la velocidad media del aparato y se vuelve a ajustar el pH 

a 7.4 con Tris-base concentrado. Este homogeneízn<lo Sl.! t.:cnt r i fu~•1 ih' 1· 

10 minutos a l,110 :.;, g a ~ºC que permit~ des~cha!.9 ci:'!luL:.i::--> t"t)tas, el 

brcnadante s~ pasa por una gasa dobl~ y s~ rec~ntrifug•1 J L5.J00 x ~ 
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por 10 minutos. El precipitado, que contiene el paquete de mitocondri;1s, 

se resuspende en sacarosa 250 mM/Tris-Cl SmM pH 7.4 y se centrifuga 

10 minutos a 15,300 x g. En este precipitado se separan mitocondrías 

ligeras_ de mitocondrias pesadas» ambas se resuspenden en sacarosa 250 m:-t, 

se les determina proteína y se almacenan en fracciones de 10 a 50 rnl en 

un u1tracongelador a - 70°C. 

B. Preparación de partículas submitocondriales 

La~ partículas submitocondriales (psm) se obtienen por exposición de las 

mitocondrias a ultrasonido. Este tratamiento provoca la ruptura de una 

gi~n parte de las crestas mitocondriales y produce vesículas inverti

das con respecto a la ~embrana interna de la mitocondria; de esta forma, 

el factor de acoplamiento F 1 se encuentra ahora en la cara externa de 

las vesículas. 

Las psm se obtuvieron siguiendo el método descrito por Klein y colaba-

radares (87) que consiste en resuspender y homogeneizar las mitocon-

drias ligeras en sacarosa 75mM/KCl 250 ml'!/Trís-S04 30 mM pH 8.0/EDTA 

2mM a 20 mg/ml. Sonícar 2 minutos en baño de hielo. Este sonícado 

se centrifuga a 17,400 x g por 15 minutos. El sobreoadante que contic-
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ne las p~rtículas, se incuba l t1ora a temperatura ambieI1tc y se centrl-

fuga a 105,000 x g por 30 minutos a 2SºC. El prec~pitado so11 las par-

tículas submitocondriales de Klein (p~m-K) que se resuspcnden en sac¡1-

rosa 250 m!-1, se les determina proteína y se almacenan en el ultranconM·~-

lador a -70ºC~ 

C. Preparación del factor de acoplamiento F 1 

El aislamiento del factor de acoplamiento F 1 9 se hizo siguiendo el mé-

todo descrito por Tuena de Gómez -Puyou y colaboradores (88). y consist~ 

en• descongelar y resuspender las psm-K a 30 mg/ml en sacarosa 100 m!-1/ 

ATf' 4mM/EDTA 2rul ajustar el pH a 9.2 con NH4 0H y dejar toda la noche 
:'· 

a temperatura ambiente. Previamente reajustado el pH a 9.2 se sonica 

10 minutos a una temperatura entre 40 y SOºC. Se centrifuga a 105.000 

x g por 90 minutos a 25ºC y e1 sobrenadante, que contiene la actividad 

de ATPasa se aplica a una co1umna de AH-~Sefar.osa 4-B de 20 cm x l cm prt:!-

viamente equilibrada con sacarosa 150ml-1/ATP 2W1/EDTA '.:!.m .. ·l \}-.!edio 1) cou 

flujo lento. Despu¡s se lava con 75-100 ml de Medio l y se eluye cOtl 

sacarosa 150 mM/ATP 2mH/EDTA 2Wt/KC1 1 N; se recogen fracciones de J r.il. 

Se juntan las fracciones con actividad de ATPasa y se precipitan con 

(NH
4

)
2

so
4 

saturado a pll 7 .. 4 volumen a volumen por goteo. Se dejan to

da la noche en frío. Se centrifuga a 17 ,400 x g por 10 minut.o~. el pr ... --

cipitado se resuspende en M~dio l. se deterr.iin~ prot~ína y actividad, s~ 

precipita con (NH
4

)
2

so
4 

saturado a pH 7 .4 v/v por ~ot~o y se <leja en hít..!

lo por varias horas. 
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La F 1 en (NH4 ) 2 so4 a 50 % de saturación se centrifuga durante 10 minutos. 

La enzima se resuspende en 1 ml. de sacarosa 250 mM/ ATP 30rnM/Tris-SO 
4 

10 mM pH 7.4/EDTA 2ffiL~ a una concentración de 4 mg/ml. La suspensión se 

calienta 4 minuLos a 60-64°C en un baao de ebullición y se pasa a un bafio 

a temperatura ambiente. Se centrifuga 10 minutos en la centrífuga clíni

ca~ para eliminar la proteína desnaturalizada~ el sobrenadante se recupe-

ra y se precipita v/v con (NH4 ) 2 so4saturado pH 7.4 por goteo. En esta 

forma la enzima permanece más o menos estable a 4ºC durante 4 a 6 sema

nas. En el momento del experimento la suspensión de la enzima se centri

fuga en una centrífuga clínica por 10 minutos y se filtra por columnas 

de 1 ml de Sefarosa G-50 fine equilibrada con MOPS 25mH~ ceritrifugantlo 

en:~una centrífuga. clínica a 3, 500 rpn1 por 45 segundos siguiendo el método 

descrito por Penef sky (84) modificado en el laboratorio. 

II. Preparación de t -32
PJ ATP 

El marcaje del ATP en la posición ~ se hizo siguiendo el método de Glynn 

y Chappell (90) que se describe a continuación: en un volumen final 

de 10 ml "e mezcla ATP 6mM/HgC1 29mM/EGTA l. 5 mM pH 7. 0/Tris-P.Cl 7 5 mM 

pH R.O/ Mercaptoctnnol 0.15 ml/ac fosfoglic&rico 6 mg/ cisteina 5.1 

mg/NADH 1 mg/ 32 P 1 ml. Se le añaden O.OS ml de una mezcla de fosfogli

cerato cinasa y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de Boehringer, 

verificando que la reacción ocurra siguiendo la oxidación del NADH por 

la disminución de la absorbencia a 340 nm. Se deja una hora incubando 

a temperatura ambiente y se para la reacción hirviendo la mezcla por 45 
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segundos. Se diluye 6 veces y esta mezcla se aplica a una columna de 

DOWEX 1-10 (200-400 mesh) moneada en una jeringa de 5 ml a la que pri-

mero se le pasan 100 ml de NaOH lN/EDTA 1 m~·l y luego se lava con ngua 

hasta ne-ucralizar el pH. Una vez absorbida la muestra se lava exhausti-

vamcnce con agua. Se eluye con HCl IN colccc5ndose en Tris concentrado 

para neutralizar. Se cuenta una alícuota en el contador de centelleo y 

se mide la absorbencia a 259 nm para cuantificar el contenido de ATP. 

con estos _datos se calcula la acc~vidad esp~cíf icii del 

La absorbencia mol.ar del ATP (a}! ~ 15.4 x 10 3 a 259 nrn y pH 7 .O). 

III. M5todos de cuantificaci6n y dete~minaci6n. 

A .. ::·· Ensayo de actividad hidrolícica. 

La acti.vj.dad hidrolítica de la F 
1
-ATP sintetasa se determin6 a 30ºC. tanto 

por 1.a liberación de 32P del. [ ~ - 32PJ ATP, como por la desaparición de 

NADH en un sistema acoplado regenerador de ATP. 

l. Ensayo radio~ctivo. 

La fracción a medir se incuba en un medio de NOPSSO~l/~1gC1 2 tc a l m.)1/ 

[ f -32 r] ATP en distint.as concentraciones y dimetilsulfóxido (Me 2 so) d...: 

O a 60% v/v. La reacci6n se inicia con lo enzima previamente filtr¡1d;1 

en colum.n;1s •.i.t~ Sefaro~a C-50 fine (ver p5gina 31) (3 1 ~-15 /~g.), y ~ ..... • 

para con 5ci<lo t.ricloroacGtlco (TCA) para una c011centra~i~1l iin~1l de t, 

y se conserva ~n i1ielo. El fosfato lib~ra<lo durante la reacción se c11:1n-

tifica corno fosforno!ibdaco siguie11<lo el rnGcodo descrito por el grupo ti~ 
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Gómez-Puyou (91),. que se describe a continu.-1ción: .'.l c~i<ln fracciiln pl•1· 

determinar se le agreg,a 1 ml de rnolib<lato de amonio J. 3% en 1t 2 so4 J. 7 

0.1 ml acetona y l ml isobutanolbenceno l: 1 saturi1<lo co11 ;1gua (Il~!i); 

la mezc.la se agit:a durante 1 minuto y SI.! centri(u};.:.i l!tl una t.:t!ntrífuga 

clínica por l minuto. Se toma una al!cuota de ln [ase orgfinica y ~~ 

cuenta el 32P-molibdato, aplicando esta muestra a papel cuantificando 

el 32P en un contador de centelleo. 

2. Ensayo espectrofotométrico. 

E1 ensayo espectrofotomécrico se hizo siguiendo el método descrito por 

Pullman y colaboradores (92), que permite el registro cont..Lnuo de lo. 

a~tividad hidrolítica. 

De la fracción a determinar se toma una alícuota (l-3~g) y se pasa a 

una cuveta de 3 ml que contiene sacarosa 50 mM/Tris Acetato 50 mN pH 8.0/ 

Acetato de Ng 2+ 3n01/Acetato de K+J ...:-!/Fosfoenol pi.ru~.•atn 1 n-.!-1/NADH 0.2 

mM/ATP 3 mN/Piruvato cinasa 10 unidades y Deshidrogenasa lácti~a 10 uni-

dades. Se mide la desapar~ci6n de NADH contra el tiempo a 340 nm en u11 

espectroiot6metro y esto converti<l1J por el coefic~cnt2 <le extinci6n ninl.:.1r 

del ~ADH corresponde a la hid~6lisis de ATP 

F l 

PK 

f.:.tl·t1.1r de <.H.:\1¡-i :.1-

n:it.:ntt-'¡ 

Pi :-uv.:.1to 

~ ------- DL = ll<!shidrugenasa y- ~ l:íc·cic'1 

Piruvaco Fosfoenolpi1uv.1to 

DL ¡,.-NADI! 

~NAD+ 
lnct:.:ito 
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B. Ensayo de síntesis de ATP. 

Se incuba 1-a enzima previamente fil.erada,. generalmente a una concentración 

de 
. 32 . 

mg/j"l en un medio que contiene MOPS 50 mM pH 7.4/MgCl
2

lOmM/ P
1

l ó 

2mM( 2 X 105 a 5 X 105 cpm/nmol) y Me 2 so de O a 60% v/v (medio de sínte

sis) durante 60 minutos a 30ºC. 

Para cuantificar el contenido de AT32 P sintetizado en la enzima se para 

la reacción con TCA a una concentración final de 6% y se conserva en hie-

lo. Se añade 0.5 ml de molibdato de amonio 3.3% en H2so4 3.7 N,O.l ml de 

ac~tona; el fosfomolibdato se extrae a la fase orgánica con 2 ml de IBB. 

Se ,hacen 7 extracciones más,. añadiendo en cada extracción 20_?ll de 

20.-mM KH
2
Po

4 
frío como acarreador,. acetona 100 /'1 y 1 ml IBB para elimi

nar todo el 
32

P libre que no se incorporó como ATP. De la fase acuosa 

se toma una fracción,. se aplica a papel y se cuantifica el contenido de 

[ ~-32P] ATP en un ~ontador de centelleo. 

C. Identificación del [ t' -32
P] ATP formado. 

El componente radioactivo forrnado en la F 1 -ATP sintetasa soluble se iden

tificó como [ 0'-32 PJ ATP siguiendo los siguientes criterios: 

l. Columna de ?El-Celulosa. 

Se incuba 1a enzima con 32Pi, Mg 2+y Me
2

so por 60 minutos, la reacción 

se para con 0.16 ml de HCl concentrado. Se añade ATP no radioactlvo co-
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mo acarreador (0.4 rl mol) y se centrifuga en una centrífuga clín~c~. 

El sobrenadante, 1.1 ml, se mezcla con 0.4 ml de molibdato de amonio 

60 mM e~ HCl 10 mM y la mezcla se extrae con IBB 5 veces añadiendo 

0.4 mM de KH2 Po4 y 3 veces con 10 !Tu~ de KH2Po 4 . Se ajusta la fase acuo-

sa a pH 7.0 con KOH concentrado y se divide en 2 partes iguales. Una se 

incuba con glucosa 50 m.M y 400 unidades de hexocinasa y otra sólo con 

glucosa 50 In.I.~ por 45 minutos a temperatura ambiente. Después ambas mez-

clas se aplican a columnas de PEI-Celulosa y se eluyen con LiCl 0.6, 1.0, 

1.5 M co~o fue descrito por Mangusson y colaboradores (93). En este sis

te~ la glucosa 6-P y AMP eluyen con LiCl 0.6M, el ADP con LiCl lM y el 

ATE con LiCl 1.5 M. 
~ 

2. E~sayo con Luciferín-Luciferasa. 

De cada una de las fracciones eluídas de las columnas <le PEI-Celulosa 

se tomó una alícuota y se le determinó la concentración de ATP por el 

método de la Luciferín-Luciferasa (96). La luz emitida durante l minuto 

se midió en el fotóme~ro 15 segundos después de la edición de 2rl de la 

muestra a 1 ml de un medio que contíene MOPS 50 mM pH 7.4/ KH2P04 SmM/MgC1 2 

mM/AMP 5.3 ~M y 0.6 mg de una mezcla del sistema Luciferín-Luciferasa 

de Sigma Chemicals Co. 

D. Cuantificación de Proteína. 

Para la ~etermínacíón de proteína en mitocondrias y partículas submitocon-

driales, se siguió el método descrico por Gornall y colaboradores (95) 
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3ó. 

utilizando el reactivo de Biuret. Para la proteina purificada se sigui~ 

el método descrito por Lowry y colaboradores (96) utilizando el reactivo 

de Folip-Ciocalteau Reactivo de Fenal 2 Normal~ en ambas determinaciones 

5c utilizó albúmina sérica bovina como estándar. 
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R E S U L T A D O S 

En un medio acuoso la síntesis de ATP sólo se lleva a cabo en enzimas .. 
integradas a la membrana y está acoplada al gradiente electroquímico 

de H+, ~ pesar de que se sabe que no es la formación del enlace ~ - 'f -
fosforil del ATP la que requiere de energía (27,97); se ha propuesto 

que la unión del ADP y el Pi al sitio activo y la liberación de ATP son 

los pasos en que se requiere de energíaª Por Otro lado, se ha observa-

do que la d~sorganización de la estructura del agua provocada por algu-

no~ cosolventes permLte observar síntesis de ATP unido a la enzima solu-

ble tanto de mitocondrias {60,101,104), COQO de clorcplastos (57,99) y 

baJterias (100). 

Aprovechando la propiedad de la F 1 so1uble mitocondrial de sintetizar 

ATP fuertemente unido~ es posible explorar el. efecto que J.a transforma-

ción de un ADP unLdo en ATP fijo en e1 sitio catalítico tiene sobre la 

conformación y 1os pasos del ciclo catalitico de 1a enzima. Con esta 

idea se analizaron primero las características catalíticas y estructura-

J.es de la enzima en los solventes orgánicos como base para analizar des-

pués el efecto del ATP fuertem~nte unido al sitio cata1Itico sobre la 

catálisis y conformación de l.a enzima en presencia de dimetilsul.fóxido 
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l. La Enzima en Dimetilsulfóxido 

A. Características catalrcicas. 

Se analizó la hidrólisis y la síntesis de ATP por la F 
1 

soluble en un me

dio con distintas concentraciones de dimetilsulf5xido (~te 2 SO). De acuer

do con reportes anteriores, (60,101) el íncr~mento de la concentración 

de Me
2

so en un medio con Hg 2+ y Pi produce un aumento en la cantidad de 

ATP sintetizado. Sin embargo, y a diferencia de lo reportado por Sakamoto 

y Tonomura (60), nuestra preparaci6n de F
1 

no necesita de ADP en el me-

d1: .. º para sintetizar ATP unido a la enzima, (figura 1).. Esto es, la sín

tesis de ATP en la enzima de nuestra preparación, se lleva a cabo con 

.AD.,P ya unido a la enzima. 

Es importante hacer notar que la síntesis máxima de ATP fuertemente uni-

do es de aproximadamente 0.4 moles de ATP por mol de F 1 . 

La síntesis de ATP no se debe a una interacci5; específica del Me 2 so con 

la enzima~ ya que también se ha observado síntesis de ATP en presenci~ 

de otros solventes orgánicos que modifican la estructura del agua como ~1 

etilenglicol y en poli-etilenglicoles de varios pesos moleculares (101). 

La capacidad de la enzima soluble para hidrolizar ATP también :->~ o.1fect.i 

por la presencia de ~le 2 so en el medio. El }t~ 2 so en conccntracio11cs ll~ 

20 y hasta l10Z estimula la hidrólisis. Sin embargo, a una concentracilín 

de 5{)% Ne
2

so en la cual hay una mayor síntesis .. la hidrólisis se inhibf..! 

en un 70% (figura 2). 
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60 

Efecto de di.f.erenr:es concentraciones de Me 2 so en la sínt~8i~ 

La F 
1 

soluble (O. 7 mg/ml) se incubó en un medio con MOPS 50m}t pH 7. 4. 

- MgC1 10 mM., 32Pi lmM. a. 1as concentraciones indicadas de Me
2

so (v/v); 

donde se indica se ~ñadió 0_2 m..'i ..:'\.DP. La mezcla se incubó por 60 minu

tos a 30ªC y se cu.ant:ificó el [ t-32
P] ATP formado como se describió 

en material y métodos-
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Figura 2. Efecto del Me 2 so en la 11idr61.isis de ATP. 

Se íncubó la Fl soluble (0.02 mg/ml.) por 3 minutos en ~lOPS 50 m .. '1 pll 7.:. 

MgCL, 3m}t, [ 'f - 32
P] ATP 3mN a las concentraciones indicadati de :-le.>SO 

(v/v). Se midió la actividad hidrolítica por liberación de 
32

Pi c~mo ~e 
describi6. en material y m~Codos. 
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Para determinar si el efect:o de Me 2 so se debe total o p.arcialmcntc a un 

efecto desnaturalizador del solvente sobre la enzima. se hicieren expc-

riment:.os de "reversibilidad" diluyendo a mt:nos del Ji~ 1.a cu1H.:entraciiln 

de Me
2
sa al medir la actividad. Se incub6 a la enzima en <listi11ta~ c~,11-

centraciones de Me 2 so por 5 min después se añadió [ ~ - 32
? J :\TP para 

dir la actividad. diluyendo la concentraci6n del solvente 60 veces. 

TABLA 2 

REVERSIBILIDAD DEL EFECTO DEL Me 2SO 

Me ~0(1) % actividad('.2) 

2 

.·•· 40 98 

45 84 

so 63 

55 22 

60 5 

(1) Concentración de Me
2
so en la preincubación. 

(2) % de actividad de la enzima desnués de diluir 60 vecds el Me 2 so. 

100~~ activl.dad de la enzima con O% de Me 2 so. 

Como se muestra en la tabla 2. la actividad de la enzima incubada u11 ~lJ 

de Z..te
2

so es totalmente reversible, 10 cual sugiere qut.! el >h~ )SO no pn1-

<luce desnat:uralizaciGn de la enzimu. A conc~ntracion~s mayorcM de Xe.)Sll 

hay una menor recuperaci6n de la actividad al diluir ~l Holventc, lo cu~11 
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sugiere una mezcl.a de efectos: por un lado el efecto <lcs11:1tur:1liz3dor <ll!l 

solvente que predomina en la enzima expuesta a bü% de ~lc 2 SCJ y por otro 

lado un efecto que produce la i11hibici6n de la activid~d l1idrol!tica y 

el aumento en la capacidad de síntesis de la enzima, que ~e hace má.s .:ipt?

rente ~ concentrac~ones de 40 y 50% de ~1e 2 so. 

De esta forma es posible trabajar a concentraciones de 40 y hasta 50% 

Me
2
so, sin que la desnaturalización de la enzima sea un factor determi

nante. 

Et Ne 2so no sólo afecta la cantidad de ATP hidrolizado por la enzima~ 

s~?º también su velocidad de hidrólisis. Se midió la hidrólisis de 

ATP contra tiempo en diferentes concentraciones de Me 2 so (figura 3). 

En un medio totalmente acuoso la velocidad de hidrólisis disminuye al ir

se hidrolizando el ATP; esto se ha atribuido a una inhibición por el ADP 

producido durante la reacci.ón. Sin embargo, en Me 2 so la actividad es li

neal hasta los 5 minutos cuando menos, a pesar de que la velocLdad en 

los tiempos inicia.les es menor en Me 2 so. 

B. Cambios en conformación. 

Los cambios funciunales de la enzima producidos por el :~u1,-~t1t~ puc<l~:: 

estar acompañados de c~"lmblos conformacionalcs. El ffi(,_lnito1· que util i~:.:1-

mos par.:l investigar esta posibilidad fue la medida Je l~\ ~L·n;-;lbi lid.:1d 

al inhibid(,_")r covalente 4-cl.oro-7-nitrobt.!nzofurazano (~bf-Cl). que s~ 11llL' 



43. 

1 
en 150 
E 
o 
-o 
o 
N 

100 
o _...__ 

'-o 

:e 
a_ 
1-- 50 
<t 

o 
E 
~ 

2 4 6 8 10 

T 1 E M PO (minutos) 

F'igura 3. Hidrólisís de ATP en Me 2so. 

F
1 

(O.Ol mg/ml) se incubó en MOPS SOmM pH 7.4, MgC1
2 

3mM, l't-32
PJ ATP J!W!, 

y Me
2
so en las concentraciones indicadas. A los tiempos señalados se to

maron al!cuotas y se midió el 
32

ri liberado como se explicó en rn.<iteri~'11 
y·métodos. 
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a la tirosina 311 de la. subunida<l ~ dt! la F 
1 

( l02). El l':'hf-CI inhibe 

un 98% la actividad hlJrulicica de la enzimJ ct,11 u11n cstequiomctrin 

de 1 Nbf-Cl por F 1 (68>69) y es reversible al afiadir ditiocr~itol (DTT) 

En otra .. s condiciones (pH alca.lino o iluminación) el :\'hf se c;1mbía a una 

lisina.cercana> de donde su uni6n ya no es rc~~~sible por la adici6n Je 

DTT (68" ó9). De. mane ca qut!. sl la c.0nf. .... n:·;n.:ici.:in ..!..: l.J. enzi..:.:i en ~1 sol-

vente cambia" puede ser que la accesibilidad de la cirosina" o de la li-

sina:o a 1a que se une el Nbf-Cl cambie tambiin y así su sensibilidad al 

inhibidor y ln reversibilidad por incubación con DTT. En la figura 4 se 

muestra este e:"-perimento. Se pre incubó la enzin.a con 100 r~l Nbf-Cl en 

d~ferences concentraciones de ~!e 2 so y se midi6 la actividad hidrolítica 

espectrofotom~tricamente tomando alícuotas a diferentes tiempos. La ac-

t~vidad se midió después de una dilución de 60 veces de tal forma que 

el ~Ie 2 SO no interfiera en la determinación. Como se muestra en la figur.3. 

la enzima incubada en presencia de 40% de Me 2 so es menos sensible a la 

inhibición por Nbf-Cl. Después de una hora de incubación con Nbf-Cl 

la enzima en un medio totalme~te acuoso está casi totalmente inhibida, 

en cambio la enzima en un medio con 40% He 2 so todavía conserva un 30% 

de la actividad incial. Esto se podría explicar por un cambio en la 

accesibilidad de la tirosina o por una dificultad de ~bf-Cl para llcg¡1r 

a la enzima debida nl :-te 2 so. · Sin t::'mbargo. al agreg.'.l.r nrr. 1.::1 f>!nzirrw. 

en un medio ncuoso revierte a e.así un 8lL·~ y 1.1 <.:'Ll~im.:1 c.:'t1 40/ :Oi<..!
2

SO :---;.:; ¡,, 

un 50% de la activic.la<l inicial. ~·l.:1s aiÍn~ si SI..! aumt:!nta la c1..11H.:~11tr;;~·:.~:-

de !-tt!
2

SO a 50~:: 9 la enzima se vuelve pr.:ícticrn~cnce igu.:11 d~ .scnsihlL" a 

Nbf-Cl que la t.!nzima en un medio totalm~nte ;:H.:U.l.1So9 peru .:1 <liferL!nl.'."i¡1 d ..... I 

si.sr.t!ma acuoso,. la inhibición es totalmente it'revexsih le por DTT 4 En 

nuestra op~ni6n estos datos reflejan una diferente cnnformaci6n de 1.:1 

enz lma en prosencia dC!l Me 2 so 
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Figura 4. Efecto del }1e
2

so en la inhibición de la actividad hidrolít ic~1 

por Nbf-Cl. 

La F
1 

(0.015 mg/ml) se incubó en NOPS SOm.."-1,. a las concent:rac.ion~s indh.·adn.s 

c.lt! }te
2

so v/v, por 5 minutos. En este momento se t..:>mÓ una. al!t:uot:a :: -;L· 

midió la .:ictividad hidrolít:ic.a espectrofotométricamente (m.:iterial y métodos) 

La actividad de la enzima fue de 43.2, 

mg-l min- 1 , para la enzim.:l en un medio 

'.:>1. l y 15/1 mol de ATP hi<.lroliz;ido 

totalmcntt! acuoso y a 40 y Sül ~le ,SO 

resp~ctivament:e. Est.:is acc.ividades se consideraron como 100%. Despué~ 

se agregó Nbf-Cl a una concent:ración final de lOO _.,.v\ :-t y se tomaron mut..'st ras 

a los tiempos indicados (O. 6. • Cl ) . Durante el regi!:>tro de la actividad 

de ATPasa,, se agregó DTT directamcnr:e a la cuveta a una concentración final 

de 0.5 mM y se sigu.iO rcgist:rando la actividad ( 0 • A. , IS ) .. 



46. 

11. La Enzima con ATP Sintetizado. 

Las observaciones anteriores fueron la base para explorar el ef~cto del 

ATP sintetizado fuertemente unido al sitio catal[Cico de la enzima sohrc 

las caiacterÍstÍC.3.S estructurales y Célt:a]Ít:iCil.S de ésta. 

A. Características Catalíticas. 

Se explor6 la hidr6lisis de ATP ex6geno en Me
2
so a concentraciones re

lativamente altas y bajas de Hg
2+ cuando la enzima tiene un sitie c-at.o-

lí~ico ocupado con· ATP previamente sintetizado. 

1 .. : · Hidrólisis en concentraciones altas de Mg~+ 

Se incubó la enzima en distintas concentraciones de Ne
2
so en condiciones 

en que se sintetiza ATP fuertemente unido; una enzima control se incubó 

en los mismos medios pero en ausencia de Pi. Después de 60 minutos de 

incubación. tiempo an el cual ya se había producido la sJ.ntesis de ATP 1 

se midió la capacidad de la enzima para hidrolizar ATP del medio. La 

reacción de hidrólisis se inició con la adición de [ ll" 32 
- P J ATP y se 

maron muestras a distintos tiempos (notar que la concentración de ~1~ 2+ 

en el medio en quu se mide la llidr51isis es igu¡1l que ~11 la s!ntcsis. 

10 tr .... '1). Los resultados de este l!Xperimentu se mucscran en la ligur;t 

En un medi'-) con 40;~ de ~le:1SO (parte A). la ~nzim.:i incubada en pres .. ~nl:i.1 

de Pi. tiene una mayor velocidad de hidrólisis de ATP del medio que 1~1 ,_•:1-

zima que no formó ATP. Esta diferencia st: ¡h1dría deber a un cft=cto d\.· i 

ATP previamente. sinr.et.iz.ado o a ln presencia de la alta concentr.:ición l"-' 
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Figura 5. Efecto de la concentración de He
2
so en la hidrólisis de ATP del medio de una enzima que sinte

tizó ATP fuertemente unido y una enzima que no sintetizó ATP. 

Se preincubó F
1 

(0.1 mg/ml) en un medio que contiene MOPS 50 m11 pi! 7.4, MgC1 2 10 mM, en las concentracio

nes indicadas de Me
2
so (v/v) con t1lJ o sin O KH

2
ro4 2 mM por 60 minutos. En A y C se agregó [ t-32

PJ ATP 

3mM y se tomaron muestras a los tiempos indicados. En la parte B se centrifugó la enzima, se resuspendió 
:J2 

en un medio con 50% Me
2
so MOPS 50 mM, MgC1

2 
10 ml1 y [ ~ - PI ATP 3mU y se tomaron muestras a los tiempos 

indicados. Se determinó 32ri como se explico en material y métodos. 
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Figura 5. Efecto de la concentración de Me
2

SO en la hidrólisis de ATP del medio de una enzima que sintc-

tizó ATP fuertemente unido y una enzima que no sintetizó ATP. 

Se preincubó F
1 

(O.l mg/ml) en un medio que contiene HOPS 50 mM pH 7.4, MgC1
2 

10 mM, en las concentracio

nes indicadas de Me
2
so (v/v) con@) o sin O KH

2
Po

4 
2 mM por 60 minutos. En A y C se agregó [-('-

32
PJ ATP 

3mM y ~e tomaron muestras a los tiempos indicados. En la parte B se centrifugó la enzima, se resuspendió 

en un medio con 50% Mc
2

so MOPS 50 mM, MgC1
2 

10 mM y [ (\ -
32

P] ATP 3mH y se tomaron muestras a los tiempos 

indicados. Se dctcrmin6 32Pi como HC explicó en mater~al y m~todos. 
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Pi (2 mM). Para aclarar este punto se l1izo el slguic11te experimu11tc) 

aprovechando el hecho de que la enzima en Me
2

so se hace menos soluble 

en agua. En condiciones de síntesis y 50% de Me
2
so pr~ctic:1n1ente todi1 

la enz~ma se puede sedimentar por centrifugnci6n y todo el ATI, formado 

aparece en el precipitado. De esta forma se incub5 una enzima con Pi y 

otra sin Pi en el medio de síntesis con 50% Me
2
so por 60 minutos. Se 

centrifugaron, se descartó el sobrenadante, y por lo tanto el Pi. Poste-

riormence· las dos enzimas se resuspendieron en un medio igual (:-IOPS, 

Me2 so 50% y Mg
2+) pero sin Pi. En este medio se repiti6 el experimento 

d~ hidr6lisis detallado para 40% Me
2

so. Los resultados se muestran en 

la parte B de la figura 5; se observó que la enzima que se incubó con 

Pi y sintetizó en ATP tiene una mayor velocidad de hidrólisis. Por lo 

qu~ podemos concluir que el efecto estimulador en la hidrólisis se debe 

a la presencia de ATP unido y no a la alta concentración de Pi en el modio. 

Tratando de analizar si este ATP sintetizado que estimula la hidrólisis 

participa directamente en el ciclo catalítico, se siguió el destino de 

éste durante la hidrólisis del ATP externo. El experimento se hizo d~ 1~1 

misma forma que en el que se midió la l1idr6lisis. pero en este caso 

utilizó 32 e durante 1.:1 part:.e de síntesis y ATP fríe J.ur.1nt~ 1:1 parte ,;L. 

hidrólisi~, y se midili la cantidad de 1 '{1 - 32
PJ .:-\TP unic.h' .1 la c11zi1:1~!. 

En la figur<.1 6 s~ muestra que en presencia de 40 y so;~ :-h.!)SO al aú~1di1-

.:'\TP 3 IX-1, el ATP .sintetiz.1do séill) se hi<lroliza parciab~entc .:1 pcs.:1r d ... · 

que todo el ATP aaaditlo se l1i<lrollz.:1 en m~nl1s <lu J n1int1t0~ (figur.:1 5). 

Esto es, aun cu.:inPo ia enzima pasa por muchos ciclos catalí:ticvs t.-d ,\-1'1-

previamente sinté't·i:zado no se hidro liza t:ot:almcnt.e. 
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Figura 6. Efecto de 1a hidró1isís de ATP externo sobre el concenido de 

ATP fuertemente unido en distintas concent:raci.ones de He 2 so .. 

F
1 

(0.9 mg/ml) se incubó en MOPS 50 ml-1, MgCt 2 10 m:-1, 
32

Pi l mM y 30, 40 y 

50% He
2

SO. Después de 60 minutos se tcmó una alLcuotn y se midió el 

[ '( - 32 P] ATP formado. Estos valores son O .08, O. J9 y O. 41 mol de ATP 

formado por mol de F
1

, en 30,40 y 50% Me 2so respectivamente y se tomar''ª 

como 100~~.. Se agregó ATP para dar una concenc.ración final de JmH (tb .. ~r.1pu 

cero}, se tomaron alícuotas en los tiempos señalados y se determinó el 

( t -32P] ATP remanente. 



so. 

Sin embargo, c11 un m~dio con JOZ de Ne 2 SO en el que se si11tct1z.:i menos 

ATP (0.1 mules de ATP/mol F
1

) y en el cu.:il no parece hc:ihcr un efecto dt? 

€ste en ln hid1-6lisis del ATP externo (figur3 5 parte C), al ATP sinte

tizado es hidrolizado casi totalmente en los primeros cicll1s cataltcicL'S 

(figura· 6). 

Estas observaciones sugieren que en ciertas condiciones 13 presencia de 

un ATP sintetizado en un sit.io catalítico (como se discute más adelante) 

de la enzima~ afecta la actividad hidrolítica de ~sea, sin que la hidr61i

sis de ATP externo incluya la hidrólisis total de este ATP. 

2 .. :.. Hidról.isis en Concentraciones Bajas de Hg
2 + 

Se sabe que el :i-tg
2
+tiene efectos sobre la enzima; por. ejemplo a concePt:ra

ciones altas inhibe la hidrólisis de ATP (114,115) y acelera la síntesis 

del ATP fuertemente unido (101). Decidimos explorar el efecto del ATP 

sintetizado 5obre la hidrólisis medida en 11n rr.edio con concentraciones 

bajas de ~Ig 2+ ~1gC1 2 im.:~1 y Pi 0.1 mN (aunque ya se demostró que en ese.:"!~ 

condiciones el Pi no •~.:i~ctu) a distintas concentraciones de ATP exten·p 

y ~te 2 so. 

En l.:i figura ; s~ muestr.:J. un c:-:peri:~cnt:..'l l.!ll •. ~! que se i:H:ubll un.1 \.·:~:- ::· 

en ~ledlo J.c sínte~i.s con 40X :"~t.!,Sü y utr.:t Cl.H::u cuntr1..ll :..;:.:: : i.. : . 

la hidrólisis di:.? .\TP aúa<li<lo ... t J ... •.s \.':(.1llCl.!ntracionc~• 0.01 

d~l tiempo~ en un ml!di0 con 1 m~l ~1g...:.+ 

con 0.01 m~l (A) como con l m...'1 (B) du .ATP despu~s de 2 minutos la \."t!l1..•1..· i

t.!ad de hidrólisis de ·.:-:unhaH e:nzim.as c.s i.zual. a dift::rcncia Je lo ob~;crv~td\ 1 
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Figura 7. Efecto de la concentración dé Mg 2+sobre la hi.drólisis de ATP 

de1 medio de una enzima que sintetizó ATP fuerternent:e unido y una enzima 

que no sintetizó ATP. 

Se pre incubó la F 
1 

(0. 05 mg/ml) en un medio que contitn~ ~!OPS 50 :-:i-:t ¡·i! ~. : • • 

MgC1
2 

10 rn:t, }te
2
so 40~~ con~ o sin Q KH.lPO, 2.m.'1 por 60 minutos. En ~::->t ... • 

momento se agregó 0.01 mH (A) o lm~l (B) de~ [ i -32
PJ ATP diluyendo la 

concentración de !-lg2.+ en el. medio de reacción a lm!-1 libre final. En l'-':-· 

tiemr>os indicados se tomaron alícuotas y tie i..:::uantificú ~1 12
Pi liber:1d(1 

como se detalló en materia1 y métodos. 



durante lo hidrÜl i.sis de ATP en un medio con 10 r:i:·i <l1...: >1~:..:: dnndc la VI.! l\1-

cidad d~ la enzima con ATP es siempre mayor. 

Estos r:esultados p.:irecerían contr.:idccir 103 ::-..-~::-;ulta<lp:. <lt:scriLus l.!ll l.:i 

figura 5; sin embargo, al .:inalizar el ~o~t0nido J~ ATP uni<l~1 ~11 c~t:!:· 

condiciones se observó que el ATP sintetizado <lesap.:irece cic.-.;de los prim(..:-

ros ciclos catnlíticos (figura 8). 

Estos resultados confirman lo observado en cuanto al e[ect(> del ATP u•1i-

do~ en la enzima y sugieren a su vez un ~fecto ¿,il 
"+ 

>1g- so:) re las prop Lt.!·-

dal.!~s del ATP sintetizado. Se consideró que s:t el AT!' sin::ct:iz.:i'-!o ::;e p1_u-!-

de salir del sitio al medio en presencia de concentr~cíone~ haj~s d~ 

también sería posible introducir.lo a la enzioa por r:iedio de una incuba

ción con ATP y ~·.:.g 2 -r- 1~1 

Si esto fuera así. la enzima preincubadci. con ATP d.2.herí.:i tener .l.:1s mL:.--

mas car.::ictc.rísticas cinéticas que aquella qL!e ?OStle ATP si~"'.t;t:iz.:ido .:1 

parcir de Pi del ~edio, al medir la actividad ¿n pr¿s~~~i~ d~ ~:~ 2+ll) 

En la figuro. 9 se wucstra un experimento en t;!l qu¿ S<.! in...:ubü un~1 en;~ i::·.a 

-')~ 

en un r~:eúi.l.., ...:c•n .Y>' ·· 1 m>t ;.tg-' y ut.ra en un ::;<..!.'. i~' i. . ..:.u.t l sin .". r 

.\ ! l'; 

¡ ,,~ e:·:~,.-:·; -

mt:!ntllS ¡1nt1..?ri,,re:-~. l:n c:;tc c:-:p ... ·1· i:ne1~t~' SI.! ;::uestt·., ,¡u ... - i;\ ... :'1;: t.:1.:i q11 ... ! 

'+ liajd '."i~·-- • ti ... ·;: ... · '-' ( '-' ~' t ' 

sobrt! L.1 hidrúli~;i~; .:il ser trnn~f~r·iJ~1 ~1 un 1:-..... ·din Cl'l1 
'+ 

:1 J (1) '.'l~~- ,que 1:1 

~nzimJ qt1e si11tetiz5 ATP on un meclio Cl1n d 1 ti> 
'+ :1 ~~ - • 
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Figura 8. Efecto de la hidrólisis de ATP externo en bajas concentra

ciones de Mg2+sobre el ATP sintecizado. 

Se preincubó la F 1 (2.7 mg/ml) en un medio con MOPS SOmM pH7.4, 

MgC1 2 lOrn.1'1,. 
32Pi lm}.: y Me 2 so 40% por 60 minutos. Se tomó una al!cuo-· 

ta y se midió el [ '&'- - 32
P] ATP focmado (tiempo cero). En ese momento 

se agregó un medio con ATP 3mM diluyendo el :-1g 2 +a 1 ml-1 libre fina1. y 

se tomaron muestras en l.os tiempos señalados para seguir el. [ t-32Pl ATP 

que permaneció unido a la enzima. 
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Figura 9 .. Efecto de ATP "atrap.:ido" en lOrn.N :-tgC1
2 

sobre L:.1 hidróli:-:;i!-> 

A.TP del medio. 

La F 1 (0.1 mg/ml) en un 

ATP lmM por 5 minutos. 

medio con nOPS SOm!-1 pH 7 .4, !-le.,so 40Z y :-tgCl 1 ..'.1:i.'·l, 

En este tiempo se agr~gó l ~ -32p JATP en un med Ll1 

con lOnt!-1 Mg.Cl..., y se t:omac-on .:J.l!cuotas en los tiempos indic.'.H.lo:-; par.'.1 cu;u1-

tificar el 32;i formado. 
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Estos resultados sugieren que un ATP atrapado en un sitio catalítico por 

la alta concentración de Mg2+. puede regular la hidrólisis de ATP del me-

dio, sin importar si es sintet~zado en el sitio o si se une directamente 

a él como ATP. 

B. Cambios en Conformación. 

Los cambios funciona1es pueden estar acompañados por un cambio de canfor-

mación. De esta forma, utilizamos la sensibilidad a la inhibicién por 

Nbf-Cl como monitor de un cambio conformacional dado por una diferente 

re.actividad del residuo de tirosina al cual se une, en una enzima que pre-

v~rmente sintetizó ATP comparada con una enzima en que la síntesis fue 

prevenida. 

Se incubó una enzima con Mg 2; Pi y Me 2 so y otra como control sin Pi en 

1a misma concentración de He
2
so por 60 minutos; se agregó Nbf-Cl a una 

concentraciOn final de 100~~ y pust~riormente. se tomaron alícuotas a 

distintos tiempos y se midió la actividad hidrolítica en un medio total-

mente acuoso, en presencia de un sistema regenerador de ATP como se des-

cribe en mat:erial y métodos. En la figura 10 se muestran los resultados 

de este experimento. La enzima que previamente sintetizó ATP es mucho 

menos sensible a la -inhibición por Nbf-Cl. En este caso no se puede ~u-

poner una diferente parr:.:Í.ción del reactivo como causa de ln difercnci.:1 

entre ambas enzimas, puest:o que~' ambas están en Me 2 so. 
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Figura 10. Efecto del ATP sintetizado en la inhibici6n du la activi1..l .• \.! 

hi<lrolíti~¡l p0r Xl1f-Cl. 

Su prt!inL·ubÚ L1 1:
1 

lil.lL...' t:!~/!:il) t.!n un 1::cdil' L"Ull :-iOPS 'JO:::'.·: ¡1i! , • ·, 

:-1c2St1 ~n-··, CUi1 e tl ~~inO KH ~PP'.+ ..!m!-1 pnr bU r:!i.nUtl1:~. i:n ~ ,,. \,l\.l!'.l<..!:ll·• 

Ct.H~1\.l una .:ill1..-lH•L• y se miJiü la ª'-"ti,:idad hid1·.il ítiL:<l ..::1 L'l t..!~~pl.!<.:t1·": 

met r,..1 
. -l 

m1n 

(ver material y n1éc.rn..l1.Js) .::./.ó y Jb.2/-1 ;::1..)l t.lc ,\Ti' hi\.ln1l i;~ad\.1 ... 

para la L~n;·.i1n.:1 qu1..~ fue preincuh;1da e .n y sin K.11,P<J:. 1·t..·...;pectivar:L·:~Ll· 

Est'-'~ valores se tu111~1l"l..lll como too;:. Al rl.!stant~ ~•e le agn . .:gl) :\bt-t:I :; 

una conccntraciún final c...le 100 ~:-r y se tomaron mue~;tr.:1s de la at.:ti\.'id.1d 

en Lnu tie111pos in<lic.:1<lo:;. 
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Por otro lado, si se mide la cantidad de ATP sintetizado en la F
1 

modifi

cada con Nbf-Cl que tiene un 97% de inh~bici6n de la actividad hidrolíti

ca, ésta es la misma que la sintetizada en la F
1 

nativa, lo que confirna 

datos reportados (102,103); pero se observ6, adem5s, ql1e la velocidad de 

síntesis es prácticamente igual en las 2 enzimas (figura 11). 

Estos datos sugieren que a pesar de que el ATP sintetizado disminuye la 

sensibilidad de la enzima al Nbf-Cl, debido probablemente a un cambio 

conformacional, el Nbf-Cl no influye en la síntesis de ATP fuertemente 

unid~, ni en su valor final ni en su velocidad. 
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Figura ll. Síntesis de ATP en l..a enzima modificada con .'.\:bf-Cl y en i.1 

enzima nativ.:.i. 

Se pre incubó un.:1 e.nz im.:i en un medio c.on }10PS 50~1 pll 7. -4, con 9 y 

sinQ Nbf-Cl por 60 minutos. (La enzima incub ... 1dn con ~bf-Cl c~t.:tb~t 
97% inhibida). En este momento se trnnsfiri5 a un medio con MOPS 50n~t 
pll 7.4, Me 2 so 40/;, :-tgCl? 10~1, y 32

Pi \m.)l (tiempo cero). Se t0maron 

muestras en los tiempos - indicados y se cuantificó el [ t"- 32 P)ATP fon:iddu. 
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D I s e u s I o N y e o N e L u s I o N E s 

En condJciones similares a las del citosol esto es en un medio acuoso, 

la hidTÓlisis del aci1fosfato, ATP o pirofosfato está acompañada de un 

gran cambio de energía libre (106), es por esto que estos compuestos se 

han considerado como de alta energía. El grupo de George y el grupo de 

Haynes (106,107 respectivamente)han propuesto que las interacciones de 

los reactantes y los productos con el solvente, juegan un papel muy im-

portante ~n los cambios de energía libre de hidrólisis; de tal forma 

qUe la energía de hidrólisis de éstos y otros compuestos está determi-

nada por la diferencia en en~rg~a de solvatación entre reactantes y pro-
~ 

duetos (98,106,107). Por otra parte, ~e ha demostrado que durante el 

ciclo catalítico de las enzimas involucradas en la transducción de ener-

gía, hay pasos en que la hidrólisis de estos compuestos se ve acompaña-

da sólo de un pequeño cambio de energía libre. Esto incluye a la 

Ca2+-ATPasa de retículo sarcoplásmico, la F
1
-ATPasa mitocondrial y de 

cloroplastos, la miosina y las pirofosfatasas (107-110). En el sitio 

activo de estas ATPasas el acilfosfato y el ATP se forman espontáneamen-

te sin necesidad de energía derivada de gradientes (llOslll). Se ha 

propuesto que la energía tlerivada del gradiente se puede utilizar como 

energía de unión asociada a un cambio conformacional en la enzima. Lo 

cual a su vez disminuiría la Keq de·hi~rólisis en el sitio catalítico 

y favorecería la síntesis (59,112). Por su parte, el grupo de de Meis 

sugiere que la energía del gradiente se utiliza para crear un medio con 

una composición y estructura particular del solvente (98). En un medio 
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con baja actividad de agua, como el sitio catalítico la molécula de ATP 

sería de baja energía y se podría formar espont.1neamL:nt~, mientras que 

en un medio con alta actividad de agua, la mol~cula <le ATP sería de altn 

energía: 

El agua· tiene la estructura más cooperativa de todos los solventes comunes. 

Los solventes org5nicos destruye~ esto cstructur~. y ~~ por usto qu~ l~s 

reacciones que dependen d~ la estructura del solvence se modifican por 

la presencia de ciertos cosolventes. Un ejemplo claro de los efectos de 

los solventes sobre las características catalíticas de las enzimas es la 

disminución de l~ Kobs para la hidrólisis del pirofosfato (98) y la ca-

pabidad del factor de acoplamiento F 1 mitocondrial soluble ~n Me
2
so para 

sintetizar ATP debido a un aumento en la afinidad del sitio catalítico 
;:. 

por el Pi sin que la afinidad por ADP varíe importantemente (60). En el 

trabajo presentado hemos confirmado y ampliado estos do.tos (figura l); 

sin embargo, nuestra preparación de F
1 

no requiere de la adición de ADP 

del medio para sintetizar ATP l.!nido a la enzima.. Ese.o nos indica que 

el ATP se sintetiza a partir de un ADP previamente unido a la enzima. 

Esto no quiere decir que el ATP se sintetiza en un sitio no catalítico, 

puesto que es un sitio capaz de realizar el recambio de Pi del medio co11 

el ATP sintetizado, y de ser hidrolizado al disminuir l.:i concentración 

de Mg 2+presente en ~l m~dio o la del Me
2
so. Sin embargo, tan1po~o ~s 1111 

recambio A1·p~32 P con un .ATP previamente unido a la ~n~::ima. El gru¡h' 

de Gómez-Puyou y de !-leis en un tr.::ibajo reciente (101) ha <lemo:c;tra<lo qui: 

3" la incorporaci6n de -p en una enzima que ya sintetiz6 ~·rp se lleva il 

cabo a una velocidad menor que la que se observa en u1H1 cn;~ima qut..! lll' 11.i 

incorporado Pi.. Estos datos sugieren la exisrenciil de un recambie de 

ATP unichl a 1.:1 enzima con 32 P del ntt!dio. 
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Es importante recalcar que la enzima soluble alcanza un máximo de 0.4 mo-

1es de ATP sintetizado por mol de F 1 • Este valor sugiere que la constan

te de equilibrio de la reacción de hidrólisis y síntesis en el sitio ac

tivo, es cercana a l. Este valor se podría también explicar por una he

terogene~dad de la enzima o por una desnaturalizaci5n p~rcial en el sol-

vente orgánico. Sin embargo~ los experimentos en los que se diluye el 

solvente óO veces y se mide la actividad hidrolítica de la enzima, des

cartan un efecto desnaturaliza~te de éste. (tabla 2). Además demuestran 

que el Me 2 SO a las concentraciones que se utilizaron confiere propiedades 

catalíticas y estructurales (ver más adelante) especiales .a la enzima 

en una manera reversible. 

De 1a misma forma,, la diferente actividad del agua en el medio que permi

te 1a síntesis de ATP en la enzima soluble,, también cambia las caracterís

ticas hidro1íticas de ésta. El efecto del He
2

so en 1a hidrólisis de ATP 

es también mixto y complejo. Por un lado,, a concentraciones bajas de 

solvente, hay una estimulación de la actividad; sin embargo, a la concen

tración en que la síntesis es má};.ima, la hidrólisi.s se ve importantementE:.! 

inhibida (figuras l y 2). Esto se puede deber al cambio de afinidad del 

sitio por el Pi demostrado par~ la síntesis (60) y el recambio (117). aun

que no hay evidencia directa que lo demuestre en condiciones de hitlrGli

sis neta. 

Por otro lado,, la velocidad de hidrólisis de ATP por la enzima en !-lc 2so 

es menor pero lineal. cuando menos hasta los 5 minutos. tiempo en t::: o .. :~;¡1 ! 

.. 
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1a enzima en un medio totalmente acuoso ha sufrido ya una disminución 

importante en la velocidad de hidLólisis. Este último efecto se ha 

atribuido a una inhibici6n por produ~co, en este caso ADP 9 e~ solventc:i 

orginic~s ya se ha observado una mer1or sensibilidad de la enzima a con-

centraciones inhibitorias de ADP (113). 

Los cambios funcionnles en una enzima frecuentemente están acompañados 

de cambios en la estructura de la proteína. Nuestras observaciones se

ñalan que los cambios en la actividad y estructura del agua pueden inducir 

también modificaciones de la estructura en la enzima. Utilizando el inhi

bidor covalente Nbf-Cl como monitor, se demostró la existenc~a de este 

ca~bio conformacional. El Nbf-Cl se une a la tirosina 311 de la subunidad f-> 

de la F
1 

(102); la localización de esta tirosina con respecto al sitio 

activo, está todavía en debate (102,84). Sin embargo es un reactivo que 

responde a cambios en el sitio activo, como la unión de ADP (85) _ En un 

medio acuoso si se incuba con luz o con un pH alcalino (13,l4) este reac

tivo se transfiere de la tirosina a una lisina cercana (68,69). La unión 

con la tirosina es una unión Oxígeno-Nbf y puede ser reversible por la 

adición de DTT (68). Sin embargo, la unión con la lisina es del tipo 

Nitrógeno-Nbf y no es reversible por DTT (68). 

De esta forma, l1ociendo una comparaci6n enc~e la sen~ibilid~1d a ~hf-l:l ,. 

su reversibilidad por DTT en un medio totalmente acuoso y en otro con 

diferentes concencraciones de Me 2 SO podemos observar que en Ne 2 SO h.:ty 

una diferente acce.sibi1idad relativa tirosina/lisina. En el medio total-

mente acuoso el Nbf-CI reacciona C0 9Jalentementc con la ti rosina (es SOL. 

reversible por DTT) y tiene un tiempo medio (t~) d~ inhibición <le 10 
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minutos. En 40% Me
2
so hay una proporción importante que se fija posible

mente a 1a· lisina. puesto que hay una reversibilidad de menos del 50% 

y el ti.de inhibición máxima es mucho mayor. En 50% Me 2 so el Nbf-Cl 

se une con un t; de inhibición similar al de la enzima en un medio total-

mente acuoso~ pero preferencialmente a la lisina. en vista de que prácti-

camente no es reversible por DTT~ 

Estos resultados sugieren un cambio conformacional de la enzima en el 

solvente, que puede ocasionar (dada la localización de la círosina a la 

qu~ se une el Nbf) alteraciones en el sitio activo de la enzima. Estos 

cambios pueden a su vez ser, en parte, responsables de la capacidad de 
~ 

síntesis, de la no liberación del ATP sintetizado y áe la inhibición de 

la hidrólisis. 

La transformación catalítica de un ADP en ATP en un sitio catalítico de 

la enzima hace posLb1e el estudio de la participación de este ATP en el 

ciclo catalítico en condiciones definidas. Es importante recalcar que el 

ATP está en un sitio catalítico puesto que es sintetizado catalíticamen-

te; puede intercambiar su Ii'-Pl con Pi del medio, y en condiciones de-

terminadas puede hidToli.z.a.rse- Esto hace válido su estudio como partici-

pant~ en el ciclo c.a.talí~ico. 

En el presente trabajo se observó que en condiciones experimentales defi-

nidas, el ATP sinterizado tiene efectos directos sobre la catálisis y la 

conformación de h:l enzi~ sin part:icipar directamente en el ciclo cata-

lítico. 
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La hidrólisis del ATP exógeno se ve estimulada por la presencia del ATP 

previamente sintetizado (figura 5 partes A y B). Para explicar este re-

sultado, el modelo de los J sitios equivalentes acutando en ~ecuenci~ ¡>ro-

pondía que el_ ATP sintct.izado adelanta 11 un pnso" en el ciclo catalíticu 

y es por eso que estimula la hidr6lisis debiendo ser el primero en l1idro-

l.izarse. El modelo de un sitio catalít~co ce11Jriü qu~ proponer u~ rc~rrc-

glo de las subunidad2s de tal forma que el ATP se sintetice en una suhu-

nidad catalít~ca que luego pasa a ser reguladora estimulando la hidr6li-

sis en la subunidad catalíc.ica. Al analizar el contenido de ATP sinteti-

zado durante esca rcacci6n (figura~), se observa que iste no es hidroli-

zado totalmente, lo cual no estaría de acuerdo con el modele de los si-

tf.os al.ternantes y s:in embargo tampoco estaría totalmente de acuerdo con 

el modelo de un solo sit:io catalítico de Wang. Un modelo en el que una 

parte de las subunidades sean "z.trapadas11 como reguladoras y otras sean 

catalíticas explicaría este tipo de resultados . 

Por otra parte ,el Mg
2+ tiene un papel importante en la estabilidad del ATP 

sintetizado en la enzima. La velocidad de h:idrólisis de ATP exógeno 

a concentraciones bajas tle ~tg 2+(1 tn:-1) en una enzima con ATP si.ntetiza1 . .h• 

cnMparada con la de una enzima sin ATP sintetizado, se hace igual d~s¡•u~;-; 

de un cierto ti~mpo (figura 7). 

hidrólisis del :\TP prcvi~1mentc sinti::)tiZH<lo en t!St.:1s condicione::; ( fi..:111-.1 ,..;;) • 

"'+ Sin embarga. en concentr¿1cion~s ~fis alt:ts Je ~Ig- (LO n~) l¡1 vclocid;1J ~e 

hidr6lisis de la enzima que prcvia111e11t~ sincctiz6 ATP es si~mprc linc:1l 

y m.:i.yor a la de ln enzima sin ATP ~int~tizado (fi~uras 5 y 6) .. 
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Con la enzima en Me 2 so y en condiciones de hidrólisis a concentraciones 

bajas de Mg
2+, el ATP de1 medio puede introducirse a un sLtio catalíti-

co (hidrólisis normal). Se pensó que este ATP se podría atrapar en ese 

sitio, -a1 incrementar la concentración de Mg2+, en el medio. Los resul-

tados del experimento de la figura 9 son congruentes con esta idea. 

Sin embargo, la evidencia es indirecta, y para probat· su ..._-alidez serí.:! 

necesario demostrar directamente que el ATP ha sido realmente atrapado. 

y que éste no se hidrol.iza durante hidrólisis constante a lOmM Ng 2+ 

y 40% Me
2

so. 

' De cualquier forma se propone la existencia de un siti.o que· contiene 

A$P (que fue sintetizado en el. sitio o que se unió por la vía hidrolí-

tica), y que es capaz de regular la actividad catalítica de los otros 

sitios catalíticos sin directamente participar en el ciclo catalítico. 

Estos resultados parecen sugerir una diferente participación de las sub-

unidades catalíticas al variar las condiciones del medio, lo cual apoya-

ría 1a sugerencia de sub~da.des heterogéneas. 

E1 ATP sintetizado en 1a. enzima provoca además de estos cambios en la 

catálisis, cambios -c.onioTmac.i.onales vistos por la diferente sens:ibili.<l.:ttl 

al. inhibidor Nbf-C1_ La enzima con ATP unido, es menos sensible a la 

inhibición por e6'%:e re.a.c.t:ívo-. lo cual sugiere que este ATP unido indi.u.'I..! 

un rearreglo en ~a.proteína-

Se ha descrito que la inhibición por Nbf-Cl se ve disminuida al incubar 

1a enzima con AT.P ~n-condici.ones de hidrólisis (68,69). Sin embargo,l~ 
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enzima modificada con el reactivo hasta un 987, de inhibición di.! la hid1·,";-

lisis:. es capaz de sintetizar ATP al ser reconstituida en partícula~ ~uh

mitocondriales (82,83). Mis aGn,la enzima soluble igualmctlte modific~1d.1 

por Nbf.-Cl tiene una velocidad de síntesis de :-\TP fuertt!mentc unido mu:.· 

similar a la de una enzima nativa. 

Estos datos sugieren, por un lado, que el ATP en el sitio catalitico ~o-

difica la estructura de la proteína haciendo menos accesLble la tirosiI1a 

a la cual se une el Nbf-Cl, sin qi1e 6sce, como ya dijimos, interfiera co11 

su~síntesis. Por otro lado, l.os datos también sugieren que la actividad 

hidrolítica tiene un diferente requerimiento estructural de la erlzima ya 

que ésta es muy sensibl.e al Nbf-Cl mientras que la actividad sintética 

es muy poco sensible a Nbf-Cl. 

La F
1

-ATP sintetasa es una enzima estructural y funcionalmente muy com

pleja. Estg compuesta de cinco subunidades diferentes, se asocia co11 ~1 

sector membrana! acoplando la catálisis al gra<liente electroquímico de 

protones. Tiene múltiples sitios de unión para adenín nucleótidos9 J~ 

alta y de baja afinidad en una constante interacci6n; tambi~n cien~ 

sitiots) de unión de nucleóti<los quo.= t:: .. 1dul~1n l¿¡ o.1cti•;id:id de 1a cnzi:·· 

y que pued<.:!11 n no l.!11trar <.:!n la cl:1sifi...:.aci.3n Lit.: al~~un(• J¿ lLl~ antl.!1-i,· 

Es una enzim¿1 que pat-ece est.:i1- en cnnsc-.1ntc car.1bio, sufrt..! ca1:1b io~ c .. n1~ ,,:·

maciono.1lus qu...: pueden ~ltcra1- .su:.; p1·npie<la<les cin~tiL:-as l) ml1JifiL~11· ,.;:1-
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queños> son cont!nuos> y se ha propuesto que son sensib1es a cambios ió-

nicos en 1a composición de1 medio (114,115). 

Dentro. de su mecanismo de acción no están involucrados intermediarios fos-

fori1ados~ sino una transferencia directa del Pi al ADP en el sitio acti-

vo, durante la formación de ATP, y un acoplamiento todavía no bien en-

tendido entre 1a energía del gradiente electroquímico de protones, la ~n-

trada de Pi y ADP y la salida de A.TP del sitio activo durante la sínte-

sis de ATP. 

Se han descrito cambios en un sitio que afectan la actividad del comple-

jO entero y que la actividad del complejo afecta el contenido de cada 

uno de los sitios de unión; esto sugiere la existencia de una gran in-

teracción recíproca entre los sitios de unión de nucleótidos. Los datos 

del presente trabajo sugieren que puede haber un sitio catal!tico que a 

su vez puede actuar como regulador o modulador de la 4ctivídad de la en-

zima. En esta última condición el sitio no parece participar ~irecta-

mente en el ciclo catalítico. 

Estas observaciones significarían un.:i mayor v2rs ... 1tilidaJ y dinami.sr::u 

de la enzima que puede as{ modular ul nGmero de sitios que 11urci~i~Jt1 

directamente en la cat~lisis. Así, la enzima en determinadas cu11<licio11~s 

puede tener Lres sitios catal{tico~. P~ro en otras condiciones comu 

sería el cambio en contenido del sitio cat.:ilítii.:1..-1 o en el medio c.:-:tcrno. 

uno o dos sitios puede dejar de s~r catalítico y convertirse c11 rcgul~1-

dor .. 
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Nos parece important~ recalcar que 
·>+ 

la concentraci6n de ~lg- e11 el medio 

parece modular la accesibilidad de los sitios con el rnedio exterior. En 

concentraciones altas de Mg
2+ no se libera el ATr sintetizadu y existe 

una mayor velocidad de síntesis, que se podría e:·:plic.:..i.r t.:1mbién por una 

mayor retención del product:o (ATP) en el sitio. Tarnhién hay una inhibi-

ción de la hidrólisis de ATP, que a su vez se podría e.:.::plicar por una 

disminución en la velocidad de liberaci6n del producto (ADP y P~) del 

sit~o catalítico. En cambio a bajas concentrac~ones de ~Ig 2+, la hi-

drólisis del ATP sintetizado como el del medio ocurre a mayor veloci.dac.l. 

Estos datos sug~eren que el Mg 2+ejerce un eíecto regulador muy incere-

sante sobre las interacciones y propiedades de los tres sitios catalí-

tiCos de la enzima. 

Se ha propuesto que el Mg 2+ ejerce un efecto regulador sobre la 

H+-ATP sintetasa ( 114, 115). Se ha observado que el Ngz+ cambia las ca-

racteristicas cinéticas de la enzima; por lo que se ha propuesto que 

tiene un segundo papel además del de ser ca-sustrato de la H!ATP sintet3sa, 

y que iste puede corresponder al de un segundo sitio de uni6n, aunque 1~0 

ha sido identificado. Tambi~n se ha visto que diferentes concentracion~h 

dt! :-tg 2+ en el medio afectan la· unión de los liganth"'ls .:t siti.._i:-; t.:spcc!fi-

cos en l.:i ATP:..:;intL!t.::1:--;;i. Sl.! sahe qu~ lL1s 0.11.l~nín nu ... ~l¿C-t.id .. •:...: ;;-:.t..! un ..... n :! 

sitio en la subun id:1<l OC....~n nusenc ia de :-tg]+ 

Di Pietro ha prupuest.1..) un sitit1 regulador (ver introducci¿";:l. ílllhlclL1 <lt.! 

dos sitios cntnlíticos) cuya unión de nucleÓtiLlo se e~tabil L:a .._·4 1 11 ~tg:!+ 

y que s51o así un ADP unido ejercería un efecco in11ibitorio. El ~ru¡>lJ 
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de Pougeoís (116) ha propuesto un sitio regulador para el Pi, cuya unión 

requiere también de altas concentraciones de Mgz+ También, la recons-

titución de F 1 a partir de subunidades aisladas se lleva a cabo en un medio 

con alta concentración de Mg2+ (82,84). 

~~ 

Por todo lo expuesto anteriormente creemos que la concentración de Mg-· 

en el medio juega un papel determinante en la accesibilidad de los si-

tíos de unión en la ATP sintetasa.. Una posible explicación para este 

efecto del Mg2+es que una interacción de los iones positivos con toda 

la proteína le induzca una conformación especial, que sea la responsa

' 
ble de los efectos en la unión de adenín nucleótidos a los distintos si

tios.. Este sería un efecto inespecífico del Mg 2+ y podría ser reempla-

zádo por otros cationes. El grupo de Górnez-Puyou (115) observó que 

parte de1 efecto del Mg2+sobre la hidrólisis puede ser reemplazado por 

Ca2+. Otra posible explicación para los efectos observados con Mgz+ 

sería a través de un sitio de unión para Mg
2+. diferente al siti.o cata-

lítico, pero con la capacidad de modularlo. Este sería un sitio con 

baja .afinidad para el Mg 2+. lo cual permitiría diferenciar al "Mg
2 + co

sustrato" d2l Hg 2+ "modulador". de la misma forma que existe un sitio 

no catalítico para Pi (116). 

De esta forma. proponemos el modelo explic.ndo en el esqqema 6. 
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Esituema 6. Modelo en que una subunidad catalítica se transforma en regu-

1.adora. ATP=ATP fue~temente unido. No tenemos ningún resultado que 

noS índique el número real de las subunidades catalíticas interactuando. 

En este trabajo se cambiaron drásticamente las condiciones del medio en 

que generalmente se estudia a la enzima. En estas condiciones la enzi-

ma adquiere la capacidad de sintetizar ATP; es dif Ícil decir si este .:\TP 

sinteti~ado se forma en los mismos sitios en la enzima soluble que en ln 

enzima unida a membrana utilizando la energía del gradiente de H°'!" y 111.:í:~ 

iJ.Ún si en determinadas condiciones fisiológlcas tcndrL:i t!fectos simL 1.i-

res a los aqu! descrito:->. Sin cmbargn~ en el campo <lt;! L1 u-:1~ducci\~n 

ma soluble y la membr¿tnaL l!S t.!l mi~~"'º· t:l utiliza1· l. .. 1 un.:i::::l ~;ldubl..: 

<lt·h~ principaltnente a tener un sistl!ma mucho más limpio y ~~n...:illl.., qu.• 

t.ant:o sería interes.:1ntc tratar de. rt.?pet:ir este tipo de vXpL.•rimentliS L'll 

el sistema acoplado .::1 membr~ni.a"7. t:ratando de encontrar un camh io en la par-
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ticipación directa de los sitios catalíticos o reguladores en diferentes 

condiciones. 

Con los resultados expuestos en el presente trabajo se puede pensar que 

la F
1

-ATP sintetasa es una enzima membranal que se puede regular por las 

condiciones del medio. Lo cual puede ser una característica muy .impor-

tante del mecanismo de regulación de la catálisis de una enzima que in vivo 

es la fuente de energía química para todos los procesos de la célula~ y 

se tierie que enfrentar a muy di.ferentes condiciones y requerimientos como 

cambios en las concentraciones de iones y metabolitos así como diferentes 

demandas energéticas de la célula. 
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A B R E V I A T U R A S 

Adenosrn 5'-difosfato 

Adenosín 5'-monofosfato 

5'-adenilil-imidodifosfaco 

Adenosín 5'-trifosfato 

Citocromo b 

Citocromo e 

Gradiente electroquímico de protonés 

Diciclohex~lcarbodiimida 

Deshidrogenasa láctica 

Potencial medio 

Flavín adenín nucleótido 

Flavín mono nucleótido 

Fuerza protón motriz 

5'- [ p-(fluorosulfonil)benzoil] adenosina 

Factor !e acoplamiento0 - porción membranal 

de la H -ATP sintetasa 

Factor de acoplamiento 1 - porción soluble d~ 

H+-ATP sintetasa 

Protón 

Adenosíi1-5 1 -rriiosfncas:1 J~ Pr0c~n~s 
(E.e. J.b. l. J) 

Isobutanol b~11ceno 

Constante <ld ;1N~ciaci6n 

Constante de disociación 



Km 

NADH 

Nbf-Cl 

NTP 

OSCP 

PEI-Cel.ulosa 

PEP 

Pi. 

PK 

pStn 

Q 

TCA 
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Constapte de Michaelis-Menten 

Dimetilsulfóxido 

Ac~do 3- [N-Morphol~no) propanesulf5nLco 

Nicotinamida adenindinucleócido reducido 

4-cioro-7-nitrobenzofurazano 

Nuc1eótido 5 1 -trLfosf~to 

Proteina que confiere sens~bil~da~ a Oligomicina 

Po1ietilen-imina celulosa 

Fosfoenol piruvato 

Fosfato inorgán~co 

Piruvato Cinasa 

Partículas submitocandriales 

Ubiquinona 

Acido T~icloroacético 

Factor de acoplamiento 1 de la bac~eria 

Termofíl.ica PS3 
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