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I NTRODUCCTON

La enevrgia es indispensable para el funcionamiento ¥ reproduccidn de

las c6¥;las vivas. La fuente (ltima de energia para la vida es la ra-—
diacidn solar. Los vegetrales y algunas bacterias la utilizan directa-—
mente para llevar a cabo la fotosintesis de compuestos org3nicos; mien-

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

la oxidacidn de estos compuestos orgidnicos.

Dgutro de la c&lula la energia se puede encontrar y expresar en varias
formas; una de las principales es la cnergia osmbtica a través del
eéiablecimiento de gradientes electroquiImicos de protones entre un la-
do y otro de ciertas membranas. Muchas de las reacciones que producen
¥ las que consumen energia estidn ligadas por circuitos de protones.
Esta energia proténica se utiliza para ana gran variedad Ae funciones

en la cé&lula: rotacifn flagelar en bacterias, transporte de-iones .y
metabelites, generacidn de un potencial de membrana, transporte de
proteinas y sintesis de adenosin trifosfato (ATP). Este dltimo es la
forma mis impo;tante en la cual la energia quimica se conserva y alma-
cena en todos los organismos.” La hidrSlisis de ATP, a su vez, se
acompans de la liberacidn de energia que permite que sucedan algunas
reacciones termodindmicamente ‘'desfavorables, sosteniendo asi la mayor
parte del metabolismo celular. La transformacidén del gradiente de

-

H en energfa para la sintesis de ATP fue propuesta por Peter Mitchell

en 1961 (1) como la hipdtesis quimiosmética y constituye el "dogma



central” de la bioencergética. Esto se puede esquematizar de la siguiente

forma:
CADENA DE FUERZA PROTON
TRANSPORTE DE MOTRIZ ATP
ELECTRONES

La transducecidn de energia ya sea de la oxidacidn de sustratos (fosforila-—
cidn oxidativa) o de la absorcidn de luz (fotofosforilacidén) a una fuerza
protdn motriz, y la utilizacidn de esta energia prvotdnica para la sinte-
sis de ATP estan catalizados por complejos multienzimi3tcicos localizados

en.membranas.

EIl“sistema de fosforilacidn oxidativa en eucariontes se localiza en la
membrana interna mitocondrial que estd compuesta de aproximadamente 70%
proteina y 30% lipidos. En las mitocondrias de corazdn de res, aproxi-
madamente el 50% de la proteina de la membrana interna estd asociada

al sistema enzimitico que cataiiza la fosforilacidn oxidativa. El res-
to incluye, sistemas de transporte y enzimas que actian como donadores
de electrones para la cadena respilratoria. Funcionalmente el sistema de
fosforilacidn oxidativa mitocondrial se puede dividir en 5 complejos 1i-

pido—-protéicos:

NADH: wubiquinona oxidoreductasa (complejo 1)

succinato: ubiquinona oxidoreductasa (complejo II)
ubiquinoi: ferricitocromo ¢ oxidoreductasa (complejo I1I)
ferrocitocromo ¢: oxIgeno oxidoreductasa . {complejo IV)

HY-ATP sintctasa. (complejo V)



La composicidn de estos complejos se describe ecn la

COMPOSICION DE LOS COMPLEJOS

sigguiente tabla:

TABLA’ 1

DEL. _SISTEMA DE FOSFORILACION OXIDATIYA(H)

COMPLEJOS

11

111

Funcionalmente,

esquema:

PESO MOLECULAR POLIPEPTIDOS GRUPOS RELACION EN
X 10 PROSTETICOS MITOCONDRIAS
(MONOMERO)
0.7 - 0.9 25 FMN, gpo.FeS 1
0.14 4=5 FAD,gpo.Fe~S 2
b560hemo
0.25 9-10 b562’b566’c1 3
hemo, gpo.[2Fe~2S}
0.16-0.17 8 hemo aa.,,Cu_, 6-7
3 a
Cu -
a3
0.5 12-14

adenln nuc:leot:i.do<=
Mg2+

Tomado de (2)

los 5 complejos interactilan como se muestra en el siguiente

Em (mV)

f——————— -320a-240 ——} |— -20 G +45 ——} |-+210 G + 280—} }-+385—}

Compléjo 1

Succinato/Fumarato

e

FeSS?/Fe
Y560 Fe

Compeljo 11

Complejo 1iL Complejo lV
NADH/NAD MFMN FeSN-1ab, Fe SN-4,(3, zJ-xQ 1bseo. Dsse; L-‘c\—-‘“ O#H 0
Fe Cu Cu
"
N /
Hm l HE
Complejo V roFO'OSCF-‘FG'FB'[Fl
ATPIADP, Pi

Esquema 1.

Interaccidén entre los complejos del sistema de fosforilacién
oxidativa . FeSN-4 (3,2) FeSN-4 ,FeSN-3,FeSN—-2.



Los complejos 1, II, 1IXIX y IV, la ubiquinona (Q) y el citocromo ¢ for-
man la cadena respiratoria, que cataliza la transferencia de equivalentes
reductores del NADH o del succinato generados en la matriz mitocondrial,
al oxig;no. Como se muestra en el esquema, los acarreadores de electrones
de la éadcna, parecen abarcar 3 regiones cuasi-equipotenciales, donde la
caida de energia es menor de 100 mV. En estas regiones hay una conser-
vacidén md@xima de energia. También hay intervalos (representados por el
rompimiento de la escala de potencial medio (Em)), donde la caida de ener~
gia parece ser mayor de 100 mV. El significado de estoc en el mecanismo
de transducci®n de energia no se conoce.

En’ tres etapas a lo largo de la cadena, representados por el complejo 1,
III y IV, la energia de oxidacidn se conserva a través de la transloca-—
cidn vectorial de protones generando un gradiente electroquimico de pro-
tones (A;Xlﬁ3, que como ya se menciond se puede utilizar para la trans-
locacidn de iones, transporte prot&ico .y .sintesis de ATP entre otras
funciones. El sistema es reversible hasta el nivei del citocrecmo ¢ que
es la tercera regidn equipotencial (5). Sin embargo, el paso final

de la transferencia de electrones del citocromo ag al exigeno no es re-—
versible, lo cual desplaza el equilibrio del sistema en direccidn a la
sintesis de ATP. Los complejos I, ITI y IV aislados catalizan la
translocacidén de protones acoplada a la transferencia de electromnes al
reconstituirse en vesiculas (6) y la incorporacidn del complejo I o 1V
con la ATP sintetasa en liposomas, reconstituye la fosforilacidn oxida-—
tiva (7). A continuacidén describimos brevemente cada uno de los comple-

jos.



NADH: wubiquinona oxidoreductasa. Complejo I.

Este complejo cataliza la transferencia de electrones del NADH a la ubi-
quinona, écoplada a una translocacién vectorial de protones. La este—
quiometxIa de la translocacidn de protones acoplada a la transferencia de

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

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

El complejo I estid compuesto de por lo menos 10 polipéptidos diferentes,
algunos de los cuales se han identificado como la NADH~deshidrogenasa,
una ferrosulfoproteina no hemo con 4 FeS, la ubiquinona , un flavin mono-

nuicledtido (FMN) y un azufre dcido 1lavil.

Succinato: wubiquinona oxidoreductasa. Complejo II.

El complejo II cataliza la transferencia de electrones del succinato a

la ubiquinona. No transloca protones.

Este complejo estd compuesto de 4 polipéptidos, siendo el principal com-
ponente la succinato deshidrogenasa; ademis contiene un flavin adenin

nucledtido (FAD), 3 Fe noc hemo, 1 azufre &cido 13vil y 1 citocromo b558(7)'

Ubiquinol: ferricitocromo ¢ oxidoreductasa. Complejo III.

Este complejo cataliza la transferencia de electrones de la ubiquinona
reducida (QH2) al citocromo c. El mecanismo involucra un ciclo en el
que la ubiquinona reducida primero se oxida a semiquinona por el cito-

cromo b565 y después a la ubiquinona completamente oxidada por el cito-



cromo c,. En la "parte reductora' del ciclo, la ubiquinona reduce al
citocromo»b562 y pasa a la forma de semiquinona. En un segundo paso la
ubiquinona se reduce nuevamente por el sustrato, ya sea del complejo

I o II 27,8). La transferencia de electrones a través del complejo III
estid acoplada a la translocacidn de protones, con una estequiometria de

+, - -
H /e = 2 y una translocacidn neta de carga positiva para afuera de

qat/e” = 1 (2).

El complejo III es un dimero. Cada monémero estd compuesto por 9-10
polipéptidos diferentes, 3 de los cuales estdn ascciados a los centros
re?ox. Estos centros son los hemo b562’ b566 y cl,el compiejo
[ZEFe—ZS] tipo Rieske. Ademds de dos especies de semiquinona en di-

ferentes dominios del complejo.

Ferricitocromo c¢: oxigeno oxidoreductasa. Complejo IV.

Se ha designado también como citocromo oxidasa; es un complejo polipep—
tidico que cataliza el paso terminal de la cadena respiratoria. Catali-
za la reduccidn con 4 electrones del oxigeno molecular por un solo dona-
dor de electrones, el ferricitocromo c. Esti compuesta por 2 centros
redox que difieren en Em aparente en 100 mV. El1 primer centro es el
citocromo a Cua que recibe electrones del ferrocitocromo ¢ y el segundo
centro es el citocromo ag CuaB‘que es el sitio de reduccién del oxi-

geno.



La citocromo oxidasa es una bomba de protones redox dependiente. Se ha
propuesto que genera una fuerza protdn motriz por dos mecanismos dife-
rentes acoplados y en serie. Primero una translocacidn pura de protones
que inv;]ucra al hemo y segundo una "anulacién' de cargas eléctricas
cuando ios electrones del citocromo ¢ en 2) lado citoplismico se unen con
un protdn que proviene del lado de la matriz mitocondrial y se unen a

172 02 para formar HZO. Este dltimo paso es el lnico irreversible de 1la

cadena de transporte de electrones (7).

La: fuerza protdn motriz generada de esta forma por la cadena de trans-—
porte de electrones se transforma en energia quimica de ATF por la

+ .

H'-ATP sintetasa (complejo V) que se¢ encuentra localizada en la cara in-

terna de la membrana interna mitocondrial.

H+—ATP sintetasa

A, Estructura

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

cibén oxidativa. Cataliza la siguiente reaccidn reversible:

PV o PN
ADP + Pi+A/4 H ATP + H,0

La H+ ATP sintetasa tanto mitocondrial cémo de clorcplastos y bacterias,
consta de dos sectores: el factor de acoplamiento Fl que sale de la
membrana y que se puede liberar de &sta por distintos métodos fisicos.
La forma soluble de la enzima (Fl), retiene la habilidad de hidrolizar
ATP, pero no la de sintetizarlo, excepto en condiciones especiales que

se detallarin mds adelante. El otro factor es el sector hidrofdbico o



Fo, estd integrado a la membrana y tiene la capacidad de translocar los

protones.

1. Sector Catalitico

Se ha descrito que el factor de acoplamiento F, tiene un peso molecular

1
de 347,000 (9) o de 360,000 (10), y consiste de 5 subunidades diferen-

tes: of, ﬁ > x ,X y Z y de un péptido disociable, la proteina inhibi-
dora. La estequiometria de las subunidades se ha establecido comooL5%3
&{E por estudios de marcaje de grupos sulfhidrilos en el factor Fl
ds la bacteria termofilica PS3 (TFl) por Yoshida (11) y,en experimentos de

marcaje de afinidad y recuperacidn de las subunidades purificadas rea-—

lgzados por Esch y Allison (12).

Se han identificado sitios de unidn de adenin nucledtidos sSlo en las
subunidades oL ¥y P . Estos sitios son de dos tipos; unos en que la
unidén es rdpida y reversible (sitios intercambiables) 'y gque correspon-
den a los cataliticos, y otros en que la unidn es lenta y pridcticamente
no son disociables {(sirios na-intevrcambiables). Con base en las siguien-—
tes observaciones se ha postulado a la subunidad F como la responsable
de la actividad catalfitica. Experimentos de inhibicidn de la actividad

14c (DCED) de Yoshi-

hidrolitica por diciclohexilcarbodimida marcado con
da (13,14) que se acompanan del marcaje de la subunidad F y experimen-
tos con anilogos de ATP fotoreactivos que se unen covalentemente al si-
tio activo, muestran que &ste se encuentra en la subunidad % (15,16).

Se han descrito por lo menos 4 residuos esenciales para la actividad

en la subunidacd F y son: arginina, lisina, tirosina, y glutdmico. Se



ha propuesto que el residuo de arginina participa en la unidn al fosfa-
to (17,18), el de lisina en la unidn de adenin nucledtidos (19), el de
tirosina con el ADP y el de glutimico en la unién de Mg2+(20). Recien-

temente se ha logrado observar en la subunidad P aislada actividad hidro-

1itica aunque muy baja (21).

Estos resultados, sugieren que el sitio catalitico del complejo H+;ATP
sintetasa estda localizado en la subunidad ﬁ del factor de acoplamien-

to Fl’ Sin embargo, tambi&én se ha propuesto que el sitio activo puede
egtar localizado en la subunidad ﬁ pero en la interfase entre ésta y

la subunidad o4& (22,23). También hay resultados que sugieren que en esta

irterfase estdn localizados los sitios de nucledtidos no intercambia—

bles (24).

El sitio de unidn de adenin nucledtidos de la unidad o es de alta afini-
dad y de disociacidn lentz y ha sido calificado como incapaz de inter—
cambiar nucledtidos. - La asociacidn del nucledtido a la subunidad <<

no requiere de Mg2+(25), v se ha descartrtade que tenga una relacidn di-
recta en la catdlisis (26,28). E1l papel de estos tres sitios no se cono=-
ce con exactitud por lo que se ha propuesto unaz funcidn reguladora (29,23)
o una esencialmente estructural andloga a la de aligunos metales intrin-

secos de algunas enzimas (30). Sin embargo no se tiene la certeza so-—

bre la composicidn de adenin nucledtidos en 1la H+ATP sintetasa in vivo.



10,

La subunidad 51 no tiene sitios de unidn para nucledtidos. Los estu-
dios de entrecruzamiento en e¢l complejo aislado (31), y otros mas re-—
cientes acerca de la estructura tridimensional de la enzima, sugieren
que la ;ubunidad d‘ estd en la parte central del complejo, interactuan-
do conhlas subunidades oA y F . De esta forma se le ha propuesto un
papel organizador del complejo ;“? $ > que es la minima unidad con acci-
vidad catalitica del orden de la enzima nativa (32) (1la F aislada tiene

muy baja actividad).

Con respecto a las subunidades 5 y é se ha propuesto que interactdan
c;n el sector membranal. Se ha demostrado que la subunidad g aislada
inthibe la conductancia a protones y permite la formacifn de un potencial,
que se aumenta por la adicidn de la subunidad & en particulas sub-
mitocondriales (33). En bacterias se ha probado que la subunidad &

es la que interactia principalmente con el secter membranal (32,34). De
esta forma se ha propuesto que las subunidades 5 ¥ 5 tanto mitocondria-
les como bacterianas, se unen al sector membranal y lo conectan con el
complejoa&ﬁ & aunque no hay evidencias claras de cdémo se unen al resto
del factor F,.

1

La proteiIna inhibidora generalmente se encuentr2 asociada a la Fl
in vivo , ¥ es capaz de inhibir la hidrdlisis de ATP en la enzima solu-
ble ¥y en la unida a la membrana, asi como todas las reacciones dependiwen-

tes de hidrSlisis de ATP en la mitocondria. Se ha propuesto que la aso-

ciacidén de la proteina inhibidora con la ATP sintetasa in viveg se regula



por el estado energético de la membrana (35,37) y por la cantidad de
proteina inhibidora presente (38). Para que la proteina inhibidora
inhiba a la ATP sintetasa se requiere que la enzima hidrolice sustrato
(392. .éémez—Fernéndez y Harris (40) proponen que la hidrSlisis de NTP
produce un estado conformacional que favorece la interaccidn de la
proteina inhibidora con la ATP sintetasa; por otro lado Van de Stadt

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

lacidn ATP/ADP.

Existen evidencias que demuestran que la proteina inhibidora se une a

la subunidad de la F, soluble (41) y hay resultados experimentales
1 Y 1

qﬁ% sugieren que se une a un sitio diferente al sitio catalitice (42).
N\,

Se ha demostrado que se necesita s8lo 1 mol de proteina inhibidora para

inhibir totalmente 1 mol de Fl (41) a pesar de que existen 3 moles de P

por Fl. Sin embargo, no se sabe si tienen mias sitios de unidn.

2. Sector Membranal.

El factor Fo 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 estequiometria de este}segtor en yic§er§és_?o

estd bien establecida, pero se~ha propuesto albzclo,s a1b2c12,6 albzc6 (30).
Los datos sobre la hnidrofobicidad de las secuencias de los polipéptidos

sugieren que atraviesan la membrana dos veces y gue tienen una porcidn que

une ambas partes por fuera de la membrana.



Se ha demostrado que los polimeros de la subunidad ¢, o proteolipido, son

capaces de translocar selectivamente protones. El mecanismo de cranslo-
cacidn de protones a través de la membrana se conoce poco. Por otro
lado, l;s resultados de experimentos de mutaciones y digestidn con protea—
sas sugieren que las subunidades a vy b estin relacionadas con la unidn
del sector membranal al factor Fl'

Tambi&n se han descritc en la H+— ATP sintetasa mitocondrial otros seg—
mentos que no son propiamente ni del sector Fl ni del sector Fo y somn:

1§ proteina que confiere sensibilidad a oligomicina (OSCP), el factor

B (FB) y el factor 6 (FG)'

La OSCP tiene como funcidn principal unir al factor Fl con el sector
membranal (43,44) y confiere sensibilidad de la actividad hidrolitica

a la oligomicina, ( aunque no es el sitio de unidén de é&sta) (31,15) al
DCCD y a la rutamicina (44). Esta proteina es esencial para la correcta
reconstitucidn del factor F1 con el sector membranal (46).

El factor B es una proteina que estd unida a Fo aparentemente por mzdio
de 1la subunidad c¢ de &sta. Se ha sugerido que participa en la organisa-
cidn del canal de protones a través de sus grupos tlol (47) aunque no hay
evidencia directa. Es necesario para el acoplamicnto del factor F v la

translocacidn de protones con el factor Fl y la actividad catalftica (48).

El papel del factor 6 no esti bien definido todaviai se ha propuestoe gue

participa en la unidn de Fl a Fo (49-51) de una manera no directa siuno



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

B. Cat&lisis.

Existen muchos resultados que demuestran que la sintesis y la hidrdlisis
de ATP comparten el mismo sitio catalitico en la H+—ATP sintetasa mito-
condrial, de cloroplastos y bacterias. Sin embargo, se debe suponer que
la entrada de energia debe favorecer algin estado conformacional del si-

tio catalitico en que la reaccidén de sintesis sea preferente (53).

Sg ha demostrado también que no existe en el ciclo catalftico un inter-—
mgdiario fosforilado covalente. Por un ladn ciertos estudibs estereo-
qéimicos de la reaccidn de transferencia del grupo fosforil a su aceptor,

y el andlisis de la configuracidn del producto, demostraron que hay una
transferencia directa del fosfato del ATP al H,0 durante la hidrdlisis (54).
Por otro lado, los estudios de recambio con 180 durante la sintesis han
probado que el puente de oxigeno 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 interconversidn reversible de
ATP en ADP y Pi en el sitio catalitico puede ocurrir sin necesidad de

un cambio apreciable de energia libre. El grupo de Grubmeyer en cloro-
plastos (56) dedujo una Keq de 0.5 para la hidrdlisis de ATP no estimu-

lada y Feldman y Sigman (57) midiendo la sintesis de ATP una Keq de 2.



El grupo de Boyer, midiendo recambio Pi;r_-H,lSO en la F, soluble demos—

t

trd una interconversidn continua de ATP en ADP v Pi en el sitio activo (58).

De manera independiente, el grupo de de Meis demostrd que una enzima so-
luble, en este caso la pirofosfatasa, en un medio con una menor actividad
de agua producido por solventes orgénicos,'es capaz de sintetizar piro-

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

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

1
ADP y Pi del medio en un medio con dimetilsulféxido (Me,SO). Lo cual
corrobora que la formacidn del enlacep-ﬁkfosforil del ATP se lleva a cabo

sin necesidad de energia.

La Fl nativa contiene 3 moles de nucledtidos wunidos no intercambiables

y es capaz de unir 3 moles m3s del andlogo no hidrolizable 5' -adenilil-
P - & — imidodifosfato (AMP-PNP) por mol de Fl’ con una alta coopera-
tividad negativa de unién entre los sitios. El1 primer sitio tiene una

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

de 1 flM (61). Esta cooperé:ividad negativa tambi&n se ha reportado para
el mismo sustrato (ATP) y para otros andlogos como el 2', 3' - 0~ (2,4,6-
Trinitrofenil) ATP (TNP-ATP) (62).

Cuando un solo sitio catalftico de la F, une sustrato, ("primer sitio'),

1
la enzima muestra una velocidad de hidrSlisis muy baja siendo la diso-
ciacidn del producto elrpnso limitante (56,62,63). Al ocuparse un sepun-

do sitio catalitico , ya sea por un andlogo o incluso por el mismo sustrua-—



to, hay una aceleracidn de 106 veces en la hidrdlisis del "primer sitio'
(61,63). Se ha sugerido también que la ocupacidn del tercer sitio provo-
ca a su vez una aceleracifn,aunque menor, en la hidr&lisis del segundo

sitio.

Grubmeyer y colaboradores (56) determinaron en Fl de cloroplastos una

Ka para ATP en el "primer sitio'" de 10_12M_l

y una Kd para el ADP en
hidr&lisis no promovida de 0.28 /{M. Cross por su parte (61l), encontrd
una Km para el segundo y tercer sitios de 30 y 150 M M respectivamente.
El incremento en la velocidad de hidr3lisis de ATP en el'primer sitio”
po; la unidn de sustrato en el "segundo sitio" involucra tante la ace-
leiacisn de la velocidad de rompimiento del enlace, como el aumento en
la liberacién del producto (63,61). La afinidad por los productos en
el "primer sitio' decrece por un factor de 105 o hasta 106 al ocuparse
el segundo sitio, lo cual aumenta la velocidad de salida de éEste. E1l
grupo de Boyer ha mostrado que la unién de ADP y Pi promueve la libe-—
racidn de ATP durante la sintesis (64) y que la unidn de ATP promueve

la liberacidn de ADP y Pi durante la hidrdlisis neta (65). Estas carac-—

teristicas demuestran una cooperatividad positiva de catdlisis y una ne-

gativa de unidn de nucledtidos.

El grupo de Hatefi ha demostrado que esta cooperatividad entre sitios
es tambi&n caracteristica esencial en la reaccidn de sintesis en la
ATP sintetasa mitocondrial unida a membrana (66) y el grupo de Boyer lo

ha demostrad»n para la fotofosforilacidn (6l1). De esta forma la coopera—



tividad entre sitios y los cambios gra;dus en afinidades de los sitios
cataliticos por sus sustratos y productos, son parte necesaria e integral
de la catdlisis tanto hidrolitica como sintética.

Por otgo lado, se han reportado numerosos agentes que modifican a la

Fl y Treaccionan con la mitad o con un tercio de los sitlcs. Tanto el
4-Cloro~7-Nitrobenzofurazano (Nbf-Cl) como el de DCCD uniéndose a un

solo residuo en la Fl (para Nbf-Cl una tirosina (68-69) y glutidmico pa-
ra DCCD (70-~71), dinhiben en m3s de un 95% la capacidad hidrolitica de
la'enzima. Tambi&n se sabe que 1 mol de efrapeptina por mol de Fl inhi-

be tanto la sintesis como la hidrd8lisis de ATP en particulas submito-—

condriales (72).

Modelos del Mecanismo Catalitico

De esta forma y basados en las siguientes premisas, se han postulado va-
PR +
rios modelos que intentan explicar el mecanismo catalitico de la H -ATP

sintetasa.

1. El rompimiento y la formacidn del enlace F - g - fosforil del
ATP puede proceder sin un requerimiento de energia en el sitio catalitico

tanto en la Fl soluble como en la unida a membrana.

2. La energia del gradiente elcctroquimicu de protones, generada por
la cadena de transporte de clectrones o la hidrdlisis de ATP, v no los
protones directamente ﬁomn se ha propuesto (73), pueden provocar cambios
en las arfinidades de los sitios de unidn de adenin nucledtidos y Pi en
la Fl' de tal forma que la unidn de sustrato y la liberacidn de producto

se faciliten.
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3. Los sitios de nucledtidos muestran un alto grado de interaccidn. Hay

cooperatividad megativa de unidn y positiva de catdlisis.

Modelo de tres sitios idénticos y alternantes

El grupo de Boyer ha propuesto el

'mecanismo de cambio de afinidad de
unidén dependiente de energia" ( ‘revisado en 27), cuyo fundamento es la
participacidn alternante y en secuencia de los tres sitios catalitices,con
cambios de afinidad en la unidn de nucledtidos dependientes de energia
como base para la sintesis de ATP en la enzima unida a membrana (74);
auﬁque se aplica tambi&n a la enzima soluble. Una caracteristica impor-
tante de este modelo es que los tres sitios se toman como idénticos
yséarcicipando en secuencia. Durante la hidrdlisis cada sitio "en tur-—
no" pasa por tres etapas: unidn de ATP,interconversién del ATP fuerte-
mente unido en ADP y Pi fuertemente unidos, y liberacidn éel ADFP y Pis
en la sintesis el proceso seria igual pero de direccidn opuesta. Cada
una de las tres subunidades pasarian por un estado transitorio correspon-
diente a cada una de las tres diferentes conformaciones principales en

un tiempo dado.

ENTRADA CAMBIO DE AFINIDAD INTERCONVERSION
LIGADO" A ENERGIA (Recambio de Oxigeno)

- _AATP

LIBERACION DE ATP

Esquema 2. Participacidn de los tres sitios alternantes en el mecanismo
de cambio de unidn. El esquema muestra un tercio del ciclo de 1la enzima
segin el modelo. L = unidn débil (cataliticamente inactivo), T = unidn
fuerte (cataliticamente activo), O= sicio con baja afinidad (inactivo).




Proponen que la translocacidn de protones debe estar acoplada a una tran-—
sicidn conformacional del complejo enzimitico que determine los cambios
de afinidad en la unidén de Pi, ADP y ATP.

Tomando en cuenta que el complejo ATP sintetasa tiene una cinética de en-
zima cooperativa (75,76), se ha estudiado el mecanismo por el cual una
subunidad afecta la velocidad de reaccidn de otra subunidad o del complejo
entero. Si la unidn de un ligando a una subunidad modifica la velocidad
de la reaccidn en otra subunidad, la concentracién en el medio de este
1igando cambiard la particién de los intermediarios de la reaccidn en la
enzima (58). E1 grupo de Boyer wutiliza las reacciones de recambio como
mohitores de los intermediarios de la reaccién. Las mids utilizadas son:

la reaccidn de incorporacidn del %80 del [ISO] HOH er el Pi durante la

hidr8lisis de ATP y la reaccidn de incorporacidn de 18O en el ATP duran-
te la sintesis. La modulacidn de estas reacciones de recambio de oxiIgeno
por el estado de energizaciln, la presencia de desacoplantes e inhibido-

res, o por cambios en la concentracidn de sustratos, ha contribuido impor-—

tantemente al desarrollo del modelo de los sitios cataliticos alternantes.

Los resultados de estos recambios se¢ han analizado bajo la premisa de que
reflejan el rompimiento reversible de ATP unide en ADP v Pi fijos en
un sitio catalitico. En la hidrélisis de ATP catalizada por cualquier
. s : 18 - = < I
ATP sintetasa en prescvncia de H “OH, un minimo de un dtomo de oxIgeno del

agua debe aparecer en cada Pi formado, lo cual estd determinado por la os-—

tequiometria de la reaccidén (recambio medio). Otros 18O adicionales pue-
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den aparecer por reacciones de recambio; en el recambio ATP ;:iHGH hay
una incorporacidn de m3s de un dtomo de oxigeno del agua en el Pi del
ATP en el sitio catalitico antes de que se libere (recambio intermedio).
Esto permite una estimacidn del niimeroc de veces que el ATP en el sitio

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

En esta forma, la relacidn O/P (oxiIgenos del agua en cada Pi liberado

durante la hidrdlisis), tiene un limite superior de cuatro, que corres-
ponde a un nimero infinito de reacciones reversibles antes de la libera-
c{én del Pi y un limite dinferior de 1! determinado por la estequiometria

de ia reacciSn. A bajas concentraciones de ATP (0.0BS/K M), el 18O/P es

d; 3.96 y a concentraciones altas de ATP (5 mM) de 1.02. Si se calcula
el nimero de hidrdlisis reversibles del ATP unido antes de la liberacidn
de P1 se ve que hay una diferencia de 1.1 x 10[0 veces, lo cual sugilere la
posible utilizacidn de la energia de uni&n 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 = HOH en particulas submitocondriales es dependiente de
energfa (77), ya sea de un sustrato oxidable o de la hidrdlisis de ATP.
Esto sugiere un requerimiento de energia en la unidn y el rompimiento
del ATP para dar la energfa de unidn de Pi en una forma que permita la
formacidn reversible de ATP. La relacidn 180/32P cae en el tiempo sdlo
si hay ATP en el medio; lo que sugiere que la liberacidn del Pi al medio

requiere de ATP ademis de la presencia de energia proveniente de la oxi-
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dacidn de sustratos(78).

Se han Qedido tambié&n los efectos de variaciones en la concentracidn

de Pi a concentraciones saturantes de ADP, y de variaciones de las con-—
céntraciones de ADP a concentraciones saturantes de Pi durante la siInte-
sis. Al disminuir la concentracidn de Pi el grado de recambio interme-—
dio aumenta i.e. cada ATP unido pasa por mids rompimientos reversibles
antes de ser liberado. De la misma forma hay un incremento del recambio
intermedio ATP ::i-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 el Pi en un segundo sitio (64).
i

En este modelo, durante la fosforilacidn oxidativa neta, el ATP se forma
en un sitio y estd fuertemente unido. No se libera hasta que ADP y Pi
se unen a un segundo sitio y exista gradiente de ﬂ+ lo qué permite que
el complejo ATP sintetasa membranal est& energizado. En condiciones
para la hidrdlisis, la unidn de ATP en un sitio se acompafia de la hidrd-

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

En este modelo existe un solo sitic de interaccidn de energia que provo-
ca una transicidn conformacional responsable tanto de la promocidn de la
unidn de ADP y Pi en un sitio como de la liberacidn del ATP fuertemente

unido en otro sitio (64).
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cat = subunidad catalitica

Esquema 3. Modelo de tres sitios idénticos y alternantes.

Modelo de dos sitios cataliticos alternantes y uno regulador

Analizando el niimero de sitios de unidn del andlogo hidrolizable de ATP
TNP-ATP el grupo de Grubmeyer y Penefsky observa que &€ste tiene dos si-
tios de unidn y que ambos se pueden hidrolizar a la misma velocidad, por
ello proponen dos sitios cataliticos (62). La velocidad de hidx8lisis
en estos sicios aumenta al incrementar la concentracidn de TNP-ATP o de

otros nucledtidos en el medio y se ve muy disminuida cuando la relacidn

nucledtido-enzima es muy baja (63).

De esta forma, se propone un mecanismo en el que tambié&n hay una parti-

cipacidn en secuencia de los sitios con cambios de unidn dependientes
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de energfa, pero s8lo de dos subunidades P—‘ . Por su parte, el grupo du
Gautheron, Godinot v Di Pietro (79) sugiere que la otra subunidad @

no catalitica es reguladora. Demuestran una cinética bifdsica de inhi-
bicién -de la actividad por un anilogo de ATP, el 5" [pP—(fluorosulfonil)
benzoil] adenosina (FSBA) y por lo que prepone 1la existencia de des ti-

pos de sitios , uno regulador y otro catalitico coexistente (79).

Tambi&n han demostrado un comportamiento "hister&tico" de la F, ATP sin-
tetasa (80) que se caracteriza por la unidn lenta de ADP que induce

uﬂé inhibicién progresiva de la hidrdlisis de ATP. La wunidn de 1 mol
d% ADP por mcl de Fl es capaz de inhibir casi totalmente la accrividad.
E;ta inhibicidn y la unién de ADP son reversibles s6lo en ausencia de
Mg2+. En esta forma proponen gque =l Mg2+atrapa al ADP en unsitio y

lo deja en no-equilibrio con el medio y que este ADP unido en un sitio
regulador es capaz de inhibir totalmente la actividad. Este sitio no

tiene las caracteristicas de los clasificados de unidn fuerte, puesto

que el nucledtido se desprende al filtrar por gel, y tampoco es un si-

tio catalitico, puesto que el nucledtido permanace durante la hidrélisis (81)

ADP Pi ATP

cat = subunidad cataliti

reg = subunidad repulade

ATP

Esquema 4. Modelo d= 2 sitios catalfiticos alternantes y uno regulador
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Modelo de subunidades heterogéneas. Un_sitio catalitico v dos reguladores.

El grupoAde Wang por su parte, propone la existencia de una subunidad ca-
talitila y dos subunidades reguladoras (82-85). Estos investigadores
propoﬂen que la hidrélisis y la sintesis suceden en el sitio catalitico
de una subunidad P determinada, que a su vez interactia con las subunida-
des menores y con los otros dos sitios cataliticos latentes en una forma
dnica, s;endo las propiedades cataliticas de este sitio afectadas por es-
tados de ligacidn de nucledtidos en los sitios cataliticos latentes y

p?r los sitios reguladores (83). Los mencionados investigadores obser-—
varon que tanto en la enzima particulada como en la soluble, se presen-—

una recuperacidn de la actividad después de la inhibicidén por varios

reactivos covalentes como el Nbf~Cl y el DCCD, sin que disminuya la can-—
tidad de inhibidor unido. El experimento consistid 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 soluble (84) y

por reconstitucidn a particulas (83)),finalmente se midil la actividad

de la enzima rearreglada comparada con la de una enzima control sin
inhibidor covalente. Por otro lado, tambi&n se ha observado que la unidn
de ADP y Pi a una subunidad p diferente a la catalitica provoca un cam-
bio drdstico en la fluorescencia del Nbf unido al sitio catalitico (82,35).
En esta forma se propone que la unidn de ADP provoca un cambio conforma-
cional en la(s) subunidad(es) @ reguladoras, el cual a su vez desencade~

na, a través de interacclones entre las subunidades, un cambio conforma-
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cional en la subunidad @ catalitica modulando asi sus propiedades cata-—

licicas.

ATP ADP _

. F)i cat = subunidad catalictica
reg = subunidad veguladora

csquema 5. Modelo de subunidades heterogéneas.

Estos tres modelos difieren principalmente en la participacidn relativa

de las tres subunidades ﬁ durante la catilisis. Hay varios puntos en

los que se expresan claramente sus diferencias miAs importantes:

1. El aumento en la concentracidn de sustratos incrementa varias veves

la velocidad de catdlisis.

El modelo de tres sitios cataliticos equivalentes {Boyer v coiabu-

radores) lo explica por una cooperatividad posiviva entre las tre.

subunidades, en la cual la unidn del sustratoe en un sepundoe sitio,

aumenta la velocidad de hidrdlisis del primerv sitio., En el otro cu-
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tremo, estd el modelo de un solo sitio catalitico (Wang y colabora-
dores) que lo explica tambié&n por interacciones entre las subunida-
de5, pero en este caso el nucledtido se une a una subunidad ﬁ re—
guladora que no es capaz de hidrolizarlo, y que en estas condicio-
nes estimula la hidrdlisis de la subunidad P caralictica. E1 mode-
lo que propone dos sitios cataliticos (Gautheron y colaboradores

y Penefsky y colaboradores) propone una cooperatividad positiva,

perce sdlo requiere de dos sitios para explicar sus resultados.

Hay inhibidores que en cantidades subestequiométricas (1 inhibidor
por enzima), inhiben completamente la hidrdlisis, pero- la sintesis

no se ve inhibida en igual proporcidn.

El modelo de tres sitios equivalentes predice que la catdlisis re-
quiere de los tres sitios intactos para poder realizar la reaccidn.
Propone que la sintesis se ve menos afectada porque los tres sitios
catalizan a menor velocidad. El modelo de un sitio catalitico
explica que el inhibidor se une a la subunidad catalitica 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 condicicnes

en las que se mide, (reconstitucidn de la F1 -modificada en particu-
las submitocondriales depletadas de Fl)' se favorece el rearreplo

de las subunidades, pasindose la @ modificada ahora a un "sictio

regulador'" y otra subunidad P antes reguladora pasa a ser catali-

tica.
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3. La localizacidén y el efecto del ADP que se une e inhibe la hidrlli-
sis.
El modelo de tres sitios equivalentes propone que el ADP se une a
un sitio catalitico » la inhibicidn se debe a que se requivre de la
substitucidn de ese ADP por ATP; sin embargo, esto sGlo sucede sin
Mg2+. En cambio en el modelo de dos sitios cataliticos y uno regu-
lador, se propone que el ADP se une al sitio catalitico o regulador
puesto que permanece en la enzima durante la hidrdlisis de MgATP,

a pesar de que modifica la hidrdlisis de é&ste.

De esta forma se ve que la interaccidn entre los diferentes sitios de
un;én de adenin nucledtidos asi como el contenido de €stos es una parte
esencial del mecanismo catalitico, y de la estructura de la H+~ATP sin—
tetasa; sin embargo de ninguna manera estd claro adn cufdl es la interre-
lacién entre los distintos sitios cataliticos y los reguladores de la
ATP sintetasa. Para rratar de alcanzar una mejor compensidn de las
distintas interacciones de los distintos sitios de la HT-ATP sintatasa
mitocondrial, decidimos explorar si la actividad hidrolitica y la reac-
tividad de grupos especificos de la enzima se ven afectados cuando un
ADP unido en un sitio catalitico se transforma en ATP en un medio con
Pi, Mg2+ y MeBSO. Pensames que la posibilidad de transformar un ADP

en ATP en un sitio catalitico, ofrece un buen modelo para estudiar cémo
una subunidad catalicrica a la cual se le puede modificar c¢l contenido
de adenin nucleftidos afecrta el ciclo catalitico, la participacidn re-
lativa dg las subunidades en distintas condiciones, asI como algunos

efectos sobre la conformacidn de la enzima.
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Para poder analizar el posible efecto de este ATP unido y sintetizado
en la enzima, primero se analizaron las caracteristicas cataliticas y

la reactividad de residuos de amino&cidos especificos en MEZSO. Para

este Glfimo punto utilizamos al inhibidor covalente Nbf-Cl que se sabe
se une a una tirosina de la subunidad @ de la Fl' Después se analiza-
ron la actividad hidrolitica y la reactiivdad de este mismo residuo a

Nbf~Cl en la enzima que previamente sintetizd ATP compard@ndola con una

enzima en que la sintesis fue prevenida.
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MATERIALES Y METODOS

I. Preparaciones Biol8gicas.

Al Preparacidn de mitocondrias de corazdn de res.

La utilizacién de corazdn de res permite la obtencidn de grandes canti-

dades de mitocondrias ricas en crestas sobre las cuales estd localizada

—+ - . :
la H—~ATP sintetasa. El método utilizado para el aislamiento de las mico-

condrias es una modificacidn del descrito por Low y Vallin en 1963 (86).

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

pracedimien:o se lleva a cabo en un cuarto a + 4°C.

Los corazones se limpian de tejido conectivo, grasa y codgulos de san-—
gre. Se cortamn en trozos pequefios y se muelen en un molino de carme.
Por cada kilogramo de carne molida se agregan 4 litros de sacarosa

250 mM/Tris-Cl SmM pH 7.4/EDTA 15 mM y se reajusta el pH con Tris-base
concentrado. Se homogeneiza en una licuadora Waring Mod 32 DL39 por 30
segundos a la velocidad media del aparato y se vuelve a ajustar el pH

a 7.4 con Tris~base concentrado. Este homogeneizado se centritfugd poer
10 minutos a 1,110 = g a %°C que permite desechar cdlulas votis, c; No-

brenadante se pasa por una gasa doble v se recentriruga a 15,300 x u
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por 10 minutos. El precipitado, que contiene el paquete de mitocondrias,
se resuspende en sacarosa 250 mM/Tris-Cl SmM pH 7.4 y se centrifuga

10 minupos a 15,300 x g. En este precipitado se separan mitocondrias
1igeras:de mitocondrias pesadas, ambas se resuspenden en sacarosa 250 mM,

se les determina proteina y se almacenan en fracciones de 10 a 50 ml en

un ultracongelador a - 70°C.

B. Preparacién de particulas submitocondriales

La§ particulas submitocondriales (psm) se obtienen por exposicidn de las
migocondrias a ultrasonido. Este tratamiento provoca la ruptura de una
gf;n parte de las crestas mitocondriales y produce vesiculas inverti-—

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

el factor de acoplamiento Fl se encuentra ahora en la cara externa de

las vesiculas.

Las psm se obtuvieron siguiendo el mé&todo descrito por Klein y colabo-
radores (87) que consiste en resuspender y homogeneizar las mitocon-
drias ligeras en sacarosa 75mM/KC1 250 mM/Tris-sOAJO mM pH 8.0/EDTA
2mM a 20 mg/ml. Sonicar 2 minutos en bafio de hielo. EsEe sonicado

se centrifuga a 17,400 x g por 15 minutos. El sobrenadante que contie-
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ne las particulas, se incuba 1 hora a temperatura ambiente y se centri-
fuga a 105,000 x g por 30 minutos a 25°C. E1l precipitado son las par-
ticulas submitocondriales de Klein (psm-K) que se resuspenden en saca-
rosa 256 mM, se les determina proteina y se almacenan en el ultrancong:—

lador a -70°C.

C. Preparacién del factor de acoplamiento F1

El aislamiento del factor de acoplam{enco Fl’ se hizo siguiendo el mé-
todo descrito por Tuena de GSmez —Puyou y colaboradores (88), y consiste
en;descongelar y resuspender las psm-K a 30 mg/ml en sacarosa 100 md/

A?? 4mM/EDTA 2mM ajustar el pH a 9.2 con NHAOH vy dejar toda la noche
a'temperatura ambiente. Previamente reajustado el pH a 9.2 se sonica

10 minutos a una temperatura entre 46 y 50°C. Se centrifuga a 105,000

x g por 90 minutos a 25°C y el sobrenadante, que contiene la actividad

de ATPasa se aplica a una columna de AH-Sefarosa 4—B de 20 cm x L cm pre-
viamente equilibrada con sacarosa 150mM/ATP 2mM/EDTA Znui Medio 1) con
flujo lén:o. Después se lava con 75-100 ml de Medio 1 vy se eluye con
sacarosa 150 mM/ATP 2mM/EDTA 2mM/KCl 1 M; se recogen fracciones de 3 ml.
Se juntan las fracciones con actividad de ATPasa y se precipitan con
(NHa)stQ saturado a pH 7.4 v;lumen a volumen por goteo. Se dejan to-

da la noche en frio. Se centrifuga a 17,400 x g por 10 minutos, el pre—
cipitado se resuspende en Medio 1, se determina proteina v actividad, e
precipita con (NHA)ZSOA saturado a pH 7.4 v/v por goteo vy se deja en hic-

lo por varias horas.
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La Fl en (NHA)ZSOQ a 50 %Z de saturacidén se centrifuga durante 10 minutos.
La enzima se resuspende en 1 ml de sacarosa 250 mM/ATP JOmN/Tris—SOA

10 mM pH 7.4/EDTA 2mM a una concentracidn de 4 mg/ml. La suspensidn se
calient; 4 minutos a 60-64°C en un bafio de ebullicidn y se pasa a un baifo
a temperatura ambiente. Se centrifuga 10 minutos en la centrifuga clini-—
ca, para eliminar la proteina desnaturalizada, el sobrenadante se recupe—
ra y se precipita v/v con (Nﬁh)zsoksacurado pH 7.4 por goteo. En esta
forma la enzima permanece miAs o menos estable a 4°C durante 4 a 6 sema—
nas. En el momento del experimento la suspensidn de la enzima se centri-
fuga en una centrifuga clinica por 10 minutos y se filtra por columnas
deyl ml de Sefarosa G-50 fine equilibrada con MOPS 25mM, centrifugando
enéuna centrifuga cifnica a 3,500 rpm por 45 segundos siguiendo el m&todo

descrito por Penefsky (84) modificado en el laboratorio.

II. Preparacidn de [ § -32P] ATP

El marcaje del ATP en la posicidn & se hizo siguiendo el método de Glynn
y Chappell (90) que se describe a continuacidn: en un volumen final

de 10 ml se mezcla ATP GmM/MgClzgmM/EGTA 1.5 mM pH 7.0/Tris-BClL 75 mM
PH B.0/ Mercaptoetanol 0.15 ml/ac fosfoglicérico 6 mg/ cisteina 5.1
mg/NADH 1 mg/32P 1 ml. Se le anaden 0.05 ml de una mezcla de fosfogli-
cerato cinasa y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de Boehringer,
verificando que la reaccidn ocurra siguiendo la oxidacién del NADH por
la disminucidén de la absorbencia a 340 nm. Se deja uma hora incubando

a temperatura ambiente y se para la reaccidn hirviendo la mezcla por 45



segundos. Se diluye 6 veces y esta mezcla se aplica a una columna de
DOWEX 1-10 (200-400 mesh) montada en una jeringa de 5 ml a la que pri-

mero se le pasan 100 ml de NaOH IN/EDTA 1 mM y luego se lava con agua

hasta neutralizar el pH. Una vez absorbida ia muestra se lava exhausti-

vamente con agua. Se eluye con HCl IN colectdndose en Tris concentrado

para neutralizar. Se cuenta una alicuota 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 acrividad especifica del [ EA-BZP] ATP.

La absorbencia molar del ATP (aM = 15.4 x 103 a 259 nm y pH 7.0).

.

11X. MEtodos de cuantificacién y detevminacidn.

A." Ensayo de actividad hidrolitica.

La actividad hidrolitica de la F1~ATP

por la liberacidn de 32? del { @ —32P] ATP, como por la desaparicidn de

sintetasa se determind a 30°C,tanto
NADH en un sistema acoplado regenerador de ATP.

1. Ensavo radioactivo.

La fraccidn a medir se incuba en un medio de MOPSS50mM/MgCl,1G a I mM/
{ ﬁ-}zP] ATP en distintas concentraciones y dimetilsulfdxido (Me,SO) de
0 a 60% v/v. La reaccidn se inicia con la enzima previamente filtrada

s

en columnas de Sefarosa =30 fine (ver pdgina 31) (3 /Tg—li /1g), v
para con fdcido tricloreacétice (TCA) para una concentracidn rinal de b
v se conserva en hielo. El fosfato liberado durante la reaccidn se cuan-

tifica como fosfomolibdato siguiendo el método descrito por el grupo de
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Gdmez-Puyou (91), que se describe a continuacidn: a cada fraccidn por

determinar se le agrega 1 ml de molibdato de amonio 3.3% en “»5043-7 N
0.1 ml acetona y | ml isobutanolbenceno 1: 1 saturado con agua (IBB)

la mezcla se agita durante | minuto y se centrifuga en una centrifuga

clinica por |l minuto. Se toma una allIcuota de la fase orginica y se
32 ; . ces
cuenta el P-molibdato, aplicando esta muestra a papel cuantificando
32
el P en un contador de centelleo.
2. Ensayo espectrofotométrico.

El ensayo espectrofotomécrico se hizo siguiendo el método descrito por

Pullman y colaboradores (92), que permite el registro continuo de la

actividad hidrolitica.

De la fraccidn a determinar se toma una alicuota (1—3‘,4g) y se pasa a
una cuveta de 3 ml que contiene sacarosa 50 mM/Tris Acetato 50 mM pH 8.0/

2
Acetato de Ng“+ 3m/Acetato de K+3 =M/Fosfoencl piruvate | mM/NADH 0.2

mM/ATP 3 wM/Piruvato cinasa 10 unidades y Deshidrogenasa ldctica 10 uni-

dades. Se mide la desaparicidn de NADH contra el tiempo a 340 nm en un

espectrorfotémetro y esto convertido por el coeficiente de extincidén molar
del NADH corresponde & la hidrdlisis de ATP

FI v, =

LS factor de acopla-
Pi mientoy
PK = Piruvato
ATP ADP Cinasa
(G Dl. = Deshidrogenasa
N ldccica
Piruvato Fosfoenolpiruvato
‘
DL NADH
NAD+

lactato
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B. Ensayo de sintesis de ATP.

Se incuba la enzima previamente filtrada, generalmente a una concentracidn
de 1 mg/ml en un medio que contiene MOPS 50 mM pH 7.4/MgC1210mM/3ZPil &

5

c
2mM( 2 ¥ 107 a 5 X 107 cpm/nmol) y Me,SO de 0 a 60% v/v (medio de sinte-

sis) durante 60 minutos a 30°C.

Para cuantificar el contenido de AT32P sintetizado en la enzima se para
la reaccidn con TCA a una concentracidn final de 6% y se conserva en hie-
lo. Se afiade 0.5 ml de molibdato de amonic 3.3% en H25043.7 N,0.1 ml de
acetona; el fosfomolibdato se extrae a la fase orginica con 2 ml de IBB.

Se ,hacen 7 extracciones mis, afiadiendo en cada extraccidn 20Ml de

20" mM KHZPOA frio como acarreador, acetona 100/N1 y 1 ml IBB para elimi-
nar todo el 32P libre que no se incorpord como ATP. De la fase acuosa

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

[ 8‘-32P] ATP en un contador de centelleo.

C. Identificacidn dgl { K —BZP] ATP formado.

El componente radiocactivo formado en la Fl —ATP sintetasa soluble se iden-

5
tificd como [ &—3‘P] ATP siguiendo los siguientes criterios:

1. Columna de PEI-Celulosa.

32

2 -
Se incuba la enzima con Pi, Mg“+y Me,SO por 60 minutos, la reaccidn

se para con 0.16 ml de HCl concentrado. Se afiade ATP no radioactivo co-
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mo acarreador (0.4 A mol) y se centrifuga en una centrifuga clinica.

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

60 mM en. HC1 10 mM y la mezcla se extrae con IBB 5 veces afiadiendo

0.4 mM de KHZPOA y 3 veces con 10 mM de KHZPOQ. 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 mM y 400 unidades de hexocinasa y otra s8lo con
glucosa 50 mM por 45 minutos a temperatura ambiente. Después ambas mez-
clas se aplican 2 columnas de PEI—Celuiosa y se eluyen con LiCl 0.6, 1.0,
1.5 M como fue descrito por Mangusson y colaboradores (93). En este sis—

ceéa la glucosa 6~P y AMP eluyen conm LiCl 0.6M, el ADP conm LiCl 1M y el
ATP con LiCl 1.5 M.
1

2. Ensayo con Luciferin-Luciferasa.

De cada una de las fracciones eluidas de las columnas de PEI-Celulosa

se tomd una alicuota y se le determind la concentracidn de ATP por el
método de la Luciferin-Luciferasa (96). La luz emitida durante 1 minuto
se midid en el fotdmetro %S_segundos después de la edicidn de lekl de la
muestra a 1 ml de un medioc que contiene MOPS 50 mM pH 7.4/ KHZPOASmM/Ngclz
wM/AMP 5.3A/4M y 0.6 mg de una mezcla del sistema Luciferin-Luciferasa

de Sigma Chemicals Co.

D. Cuantificacidén de Proteina.

Para la determinacidn de proteina en mitocondrias y particulas submitocon-

driales, se siguild el método descrito por Gornall y colaboradores (95)
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utilizando el reactivo de Biuret. Para la proteina purificada se siguid
el método descrito por Lowry y colaboradores (96) utilizando el reactivo
de Folipn-Ciocalteau Reactivo de Fenol 2 Normal, en ambas determinaciones

se utilizd albimina sé€rica bovina como estdndar.
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RESULTADOS

En un medio acuoso la sintesis de ATP s8lo se lleva a cabo en enzimas
incegrad;s a la membrana y estd acoplada al gradiente electroquimico

de H , ; pesar de que se sabe que no es la formacidn del enlace ?-v -
fosforil del ATP la que requiere de energia (27,97); se ha propuesto

que la unidn del ADP y el Pi al sitio activo y la liberacidn de ATP son
los pasos en que se requiere de energia. Por otro lado, se ha observa~
do que la desorganizacidn de la estructura del agua provocada por algu-—
nog cosclventes permite observar sintesis de ATP unido a la enzima solu-
bl; tanto de mitocondrias (60,101,104), como de clorcplastos (57,9%9) y

baéterias (100).

Aprovechando la propiedad de la Fl soluble mitocondrial de sintetizar
ATP fuertemente unido, es posible explorar el efecto que la transforma-
cidn de un ADP unlido en ATP fijo en el sitio catalitico tiene sobre la
conformacidn y los pasos del ciclo catalitico de la enzima. Con esta
idea se analizaron primero las caracteristicas cataliticas y estructura—
les de la enzima en los solventes orgdnicos como base para analizar des-—
pués el efecto del ATP fuertemente unido al sitio catalitico sobre 1la

catdlisis y conformacidn de la enzima en presencia de dimetilsulfdxido

(Mezsoi .
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I. La Enzima en Dimetilsulfdxido

A, Caracteristicas catalicicas.

Se ana%;zé la hidrdlisis y la sintesis de ATP por 1la FI soluble en un me-
dio con distintas concentraciones de dimetilsulfdxido (MeZSO). De acuer-
do con reportes anteriores, (60,101) el incremento de la concentracién

de Mezso en un medio con Ng2+ y Pi produce un aumento en la cantidad de
ATP sintetizado. Sin embargo, y a difercencia de lo reportado por Sakamoto
y Tonomura (60), nuestra preparacidn de F1 no necesita de ADP en el me-
dio para sintetizar ATP unido a la enzima, (figura l). Esto es, la sin-

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

ADP ya unido a la enzima.

Es importante hacer notar que la sintesis midxima de ATP fuertemente uni-

do es de aproximadamente 0.4 moles de ATP por mol de Fl‘

La sintesis de ATP no se debe a una interaccidn especifica del MeZSO con
la enzima, ya que tambi&n se ha observado sintesis de ATP en presencia
de otros solventes orginicos que modifican la estructura del agua como el

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

La capacidad de la enzima soluble para hidrolizar ATP tambiln se afecta

por la presencia de Me,SO en el medio. El Me,SO en concentraciones de

20 y hasta 40% estimula la hidr&lisis. Sin embargo, a una concentraciin
de 50% nezso en la cual hay una mayor sintesis, la hidrdlisis se inhibe

en un 70% (figura 2).
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Figura 1. Efecto de diferenres concentraciones de Me,SO en la sintesis

de ATP.

_La Fl solublgﬂ(O.? mg/ml) se incubd en un medio con MOPS 50mM pH 7.4,
MgCl 10 mM, ““Pi lmM, a las concentraciones indicadas de Me, SO (v/v);
donde se indica se afiadié 0.2 mM ADP. La mezcla se incubd ;or 60 minu-
tos a 30°C y se cuantificd el [X—}ZP] ATP formado como se describid

en material y métodos-
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Figura 2. Efecto del Me,S0 en la hidrdlisis de ATP.

Se incubd 1la ¥, soluble (0.02 mg/ml) por 3 minutos en MOPS 50 mM pH 7.:

2
MgCl, 3mM, [ f —B'P] ATP 3mM a las concentraciones indicadas de Me,S50

(v/v). Se midid la acrividad hidrolitica por liberacidn de

describid en material y métodos.

)
j"Pi como se
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Para determinar si el efecto de Me,SO0 se debe total o parcialmente a un

efecto desnaturalizador del solvente sobre la enzima, se hiciercn expe-—

rimentos de ''reversibilidad' diluyendo a menos del 3% la concentracidn

de MeZSU al medir la actividad. Se incubd a la enzima en distintas con-
" : = = - 32

centraciones de MeZSO por 5 min después se anadid (X‘— P| ATP para me-—

dir la actividad, diluyendo la concentracidn del solvente 60 veces.

TA BL A 2

REVERSIBILIDAD DEL EFECTO DEL MeZSO

% % actividad(z)
. 4 (1) A
* Me, SO
2 .
40 98
45 84
50 63
55 22
e 60 . . 5

(1) Concentracién de Me,SO en la preincubacién.

(2) % de actividad de la enzima desnués de diluir 60 veces el MGZSO.

~

100% actividad de la enzima con 0% de Me,SO.

Como se muestra en la tabla 2, la actividad de la enzima incubada en 30
de Me,SO es totalmente reversible, lo cual sugiere que el Me ,80 no pro-—
duce desnaturalizacidn de la enzima., A concentraciones mayores de Me, S0

hay una menor recuperacidn de la actividad al diluir el solvente, lo cual



sugiere una mezcla de efectos: por un lado el efecto desnaturalizador del
solvente que predomina en la enzima expuesta a 60% de Me,50 y por otro
lado un efecto que produce la inhibicidn de la actividad hidrolitica v

el aumento en la capacidad de sintesis de la enzima, que se hace mads uapn-

rente 4 concentraclones de 40 y 50% de Me ,,S0.

De esta forma es posible trabajar a concentraciones de 40 y hasta 50%
MeZSO, sin que la desnaturalizacidn de la enzima sea un factor determi-

nante.

Ef Me250 no sdlo afecta la cantidad de ATP hidrolizado por la enzima,
s;“.—,}-lo también su velocidad de hidrSlisis. Se midid la hidrdlisis de

ATP contra tilempo en diferentes concentraciones de MeZSD (figura 3).

En un medio totalmente acuoso la velocidad de hidrSlisis disminuye al ir-
se hidrolizando el ATP; esto se ha atribuido a una inhibicidn por el ADP
producide durante la reaccidn. Sin embargo, en MeZSO la actividad es 1li-—
neal hasta los 5 minutos cuando menos, a pesar de que la velocidad en

los tiempos iniciales es menor en MeZSO.

B. Cambios en conformacidn.

Los cambios funcionales de la enzima producidos por el solvente pucden
estar acompaifados de cambios conformacionales. El monitor gue utiliza-
mos para investigar esta posibilidad fue la medida de 1a sensibilidad

al imhibidor covalente 4-cloro-7-nitrobenzofurazano (Nbi-Cl), que sec unce
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Figura 3. HidrSlisis de ATP en Me,SO.

Y
F, (0.0l mg/ml) se incubd en MOPS 30mM pH 7.4, MgCl, 3mM, 0 —3‘PJ ATP 3mM,

1

y Me,_ SO en las concentraciones indicadas. A los tiempos sefialados se to-

2 32

maron alicuotas y se midid el Pi liberado éomo se explicd en material

v ‘métodos.
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a la tirosina 311 de la subunidad & de la Fl (1to2). E1l Nbf~-Cl inhibe

un 98% la actividad hidrolitica de la enzima con una cstequiometria
de 1 Nbf-Cl por Fl (68,69) y es reversible al afiadir ditiotreitol (DTT)
En otras condiciones (pH alcalino o iluminacidn) el Nbf se cambia a una

lisina cercana, de donde su unidn ya no es reversible por la adicién de

DTT (68,69). De manera que, sl la conformacildn de la er

ma en el sol-

vente cambia, puede ser que la accesibilidad de la tirosina, o de la li-
sina, a 1a que se une el Nbf-Cl cambie también vy asi su sensibilidad al
inhibidor y la reversibilidad por incubacidn con DTT. En la figura 4 se
muestra este experimento. Se preincubd la enzima con 100/4M Nbf£-Cl en
diferentes concentraciones de MEZSO y se midid la actividad hidrolitica
espectrofotométricamente tomando alicuotas a diferentes tiempos. La ac-
t{vidad se midid despu€s de una dilucién de 60 veces de tal forma que

el Me,SO no interfiera en la determinacién. Como se muestra en la figura
la enzima incubada en presencia de 407 de MeZSO es menos sensible a la
inhibicidn por Nbf-Cl. Después de una hora de incubacidn con Nbf-Cl

la enzima en un medio totalmente acuoso estd casi totalmente inhibida,
en cambio la enzima en un medio con 40% MEZSO todavia conserva un 30%

de la actividad incial. Esto se podria explicar por un cambio en la
accesibilidad de la tirosina o por una dificultad de Nbf-Cl para llegar
a la enzima debida al MQZSO.'.Sin embargo, al agregar DTT, la enzima

en un medio acuoso revierte a casi un B80T y la enzima en 407 McZSU BN
un 50% de la actividad inicial. Mds afin, si se aumenta la concentracidn

d

o

Me, SO a 50%, la enzima se vuelve prilcticamente ipual de sensible a
Nbf-Cl que la enzima en un medio totalmente actoso, pero a diterencia del
sistema acuoso, la inhibicidn es totalmente irreversible por DTT. En
nuestra opinién estos datos reflejan una diferente conformacidn de la

enzima en presencia del MCZSO.
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Figura 4. Efecto del Me,SO0 en la inhibicién de 1a actividad hidrolitica
por Nbf-Cl.

La F, (0.015 mg/ml) se incubd en MOPS 50mM, a las concentraciones indicadas

de }13;250 v/v, por 5 minutos. En este momento se tomd una alfcuora ¥ suv
midid la actividad hidrolitica espectrofotométricamente (material y métados)
La actividad de la enzima fue de 43.2, 51.1 y 15/-4 mol de ATP hidrolizado
mg,_l min_l. para la enzima en un medio totalmente acuoso y a 40 y 3504 Me 50
respectivamente. Estas actividades se consideraron como 100%. Después -
se agregd Nbf-Cl a una concentracidn final de 100 M y se tomaron muustyis
a los tiempos indicados (O, A .01 ). Durante el registro de la actividad
de ATPasa, se agregd DTT directamente a la cuveta a una concentracidn rinal

de 0.5 mM y se siguid reglstrando la actividad (©® ., A ,8B ).
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11. La Enzima con ATP Sintetizado.

Las observaciones anteriores fueron la base para explorar el efecto del
ATP sintetizado fuertemente unido al sitio catalirico de la enzima sabre

las caracteriIsticas estructurales y cataliticas de ésta.

A. Caracteristicas Catalirticas.

Se explord la hidrdlisis de ATP ex8geno en Hezso a concentraciones re-
2+

lativamente altas y bajas de Mg~ , cuando la enzima tiene un sitic cata-

1Ttico ocupado con' ATP previamente sintetizado.

Hidrdlisis en concentraciones altas de Mg%+

Se incubd la enzima en distintas concentraciones de MeZSO en condiciones
en que se sintetiza ATP fuertemente unido; una enzima control se incubd
en los mismos medios pero en ausencia de Pi. Después.de 60 minutos de
incubacidn, tiempo a2n el cual ya se habia producido la sintesis de ATP,
se mididé la capacidad de la enzima para hidrolizar ATP del medio. La
reaccidn de hidrdlisis se inicid con la adicidn de [ ¥ —3291 ATP ¥ sSe to-
maron muestras a distintos tiempos (notar que la concentracidn de Mg:+
en el medio en que se mide la hidrdlisis es igual que en la sintesis,

10 mM). Los resultados de este experimento se muestran en la Cigura o,
En un medio con 40% de Mezso (parcte A), la enzima incubada en presencia
de Pi, tiene una mayor velocidad de hidrSlisis de ATP del medio que la vn-
zima que no formd ATP. Esta diferencia se podria deber a un efecto ded

ATP previamente sincetizado o a la presencia de la alta concentracidn de
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S0 en la hidrélisis de ATP del medio de una enzima que sinte~

tizo ATP fuertemente unido y una enzima que no sintetizg ATP.

Se preincubd Fy (0.1 mg/ml) en un medio que contiene MOPS 50 mi ph 1.4, MgCl 10 mM, en las concenttacio-
nes indicadas de Me 50 {v/v) con @ o sin O POA 2 mi por 60 minutos. En Ay C se agregd ['ﬂ- P] ATP

3mM y se tomaron muestras a los tiempos indicados.

indicados.

Se determxno

32?1 como se explicd en material y métodos.

En la parte B se centrifugd la enzima, se resuspendid

en un medio con 50% Me,S0 NOPS 50 mi, MgCl 10my [ $- P] ATP 3m y se tomaron muestras a los tiempos
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tizd ATP fuertemente unido y una enzima que no sintetizd ATP.

Se preincubd Fl (0.1 mg/ml) en un medio que contiene MOPS 50 mM

nes indicadas de Me,SO (v/v) con @ o sin O Ku,P0, 2 mM por 60
3mM y se tomaron muestras a los tiempos indicados.
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pH 7.4, MgCl, 10 mM,

minutos.

de ATP del medio de una enzima que sinte—

en las concentracio-

En A y C se agregd [~22P] ATP

se centrifugd la enzima, se resuspendid

en un medio con 30Z Me,S50 MOPS 50 mM, MgCl, 10 mM y [y - sz] ATP 3mM y se tomaron muestras a los tiempos

indicados. Sc determing

2 - X _
“Pi como se explicd en material y m&todos.
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Pi (2 mM) . Para aclarar este punto se hizo el siguiente experimento
aprovechando el hecho de que la enzima en MEZSO se hace menos soluble

en agua. En condiciones de sintesis y 507% de Me,SO pricticamente toda
la enzima se puede sedimentar por centrifugacidn y todo el ATP formado
aparece en el precipitado. De esta forma se incubd una cnzima con Pi v
otra sin Pi en el medio de sintesis con 50% Mest por 60 minutos. Se

centrifugaron, se descartd el sobrenadante, y por lo tanto el Pi. Poste—
riormente las dos enzimas se resuspendieron en un medio igual (MOPS,
MEZSO 50% y Mg2+) pero sin Pi. En este medio se repitid el experimento
dq‘hidfﬁlisis detallado para 407% Mest. Los resultados se muestran en

la parte B de la figura 5; se observdé que la enzima que se incubd con
P;y sintetizd en ATP tiene una mayor velocidad de hidrdlisis. Por lo

que podemos concluir que el efecto estimulador en la hidrSlisis se debe

a la presencia de ATP unido y no a la alta concentracidn de Pi en el medio.

Tratando de analizar si este ATP sintetizado que estimula la hidrSldisis
participa directamente en el ciclo catalitico, se siguid el destino de
éste durante la hidrélisis del ATP externo. El experimento se hizo de la

misma forma que en el que se midid la hidrdlisis, pero en este caso se
3

2

utilizd TP durante la parte de sintesis v ATP frie durante lua parte de
32

hidrdlisis, y se wmidid la cantidad de | Xq =7TP] ATE unido a la enzima.

En la figura 6 se muestra que en presencia de 40 v 507 Me,S80 al anadir

ATP 3 mM, el ATP sintetizado s3lo se hidroliza parcialmente a pesar de

que tode el ATP afadido se hidroliza en menos de 3 minutos (Uigura 5).

Esto es, aun cuando la enzima pasa por muchos ciclos cataliticos el ATr

previamente sinterizado no se hidroliza totalmente.
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100}

o, de ATP FUERTEMENTE UNIDO

"TIEMPO (minutos )

Figura 6. Efecto de 1a hidrdlisis de ATP externo sobre el contenido de

ATP fuertemente unido en distintas concentraciones de M

F

leZSO.
2
1 (0.9 mg/ml) se incubd en MOPS 50 mM, MgCl,10 mM, 32ps 1 omM y 30, 40 vy

50% Me,SO. Después de 60 minutos se toemd una alicuota y se midid el
[ ¥-32p) ATP formado.

formado por mol de Fl’
como 100%.

Estos valores son 0.08, 0.39 y 0.41 mol de ATP

en 30,40 y 50% Me,SO respectivamente y se tomaron

Se agregd ATP para dar una concencracion final de 3mM (tiempo
cero),

se tomaron alficuotas en los tiempos seftalados y
Y —32P] ATP remanente.

se determind el
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Sin embargo, en un medio con 307 de .‘Xe,;SO en el que se sintetiza menos
ATP (0.1 mules de ATP/mol Fl) y en el cual no parece haber un efecto de
Este en la hidrdlisis del ATP externo (figura S parte C), el ATP sinte—
tizado es hidrolizado casi totalmente en los primeros ciclos catalleicos

{figura 6).

Estas observaciones sugieren que en ciertas condiciones la presencia de
un ATP sintetizado en un sitio catalitico (como se discute mis adelante)
de la enzima, afecta la actividad hidrolitica de &sta, sin que la hidrdli-
sis de ATP externo incluya la hidrdlisis total de aste ATP.

N P . 2+
2.. Hidrdlisis en Concentraciones Bajas de Mg~ .

Se sabe que el Mgz+tiene efectos sobre la enzimaj; por ejemplo a concertra-
ciones altas inhibe la hidrdlisis de ATP (114,115) y acelera la sintesis
del ATP fuertemente unido (101l). Decidimos explorar el efecto del ATP
sintetizado sobre la hidrdlisis medida en un medio con concentraciones
bajas de MgZ+ MgCLZ imd y Pi 0.1 mM (aunque ya se demostrd que en estas
condiciones el Pi no alecta) a distintas concentraciones de ATP extervo

v Me,SO.

En la figura 7 se muestra un experimento e ol que se Lacubd

en Medic de sincesis con 408

SO v vtra como control =Inn PTC ke wi

B

la hidr3lisis de ATP aidadido a dos voncentraciones 0.01 v in

aopravds
1§ gLt - P .. R

del tiempo, en un medio con 1 mM Mg~ . Como se ve en la figura, tantye

con 0.01 mM (A) como cou ! mM (B) de ATP después de 2 minutos la veloci-

dad de hidrdlisis de awmbas enzimas es igual, a difercncia de lo observado
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Figura 7. Efecto de la concentracidn dé Mg2+sobre la hidrdlisis de ATP

del medio de una enzima que sintetizd ATP fuertemente unido y una enzima

que no sintetizd ATP.

Se preincubdé la F, (0.05 mg/ml) en un medio que contiene MOP3 50 mM it 7.4,
! MgC12

momento se agregd 0.0l mM (A) o lmM (B) de [¥ -

1
10 mM, Me,SO 407 con N o sin O KH,,PD# 2mM por 60 minutos. in os=te

32
P] ATP diluyendo !a

3
o concentracidn de Ng"+ en el medic de reaccidn a lmM libre final. En los

s - c g 32 .
tiempos indicados se tomaron alicuotas y se cuantificd ol Pi. liberado

R

como se deralld en material y métodos.
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durante la hidrdlisis de ATP en un medio con 10 mM de Hg"T donde la velo-

cidad de la enzima con ATP es siempre mayor.

Estos resultados parecerian contradecir los resultados descritos en la

figura 5; sin embargo, al anali

ar el contenido de ATP unidu en esta:

condiciones se observd que el ATP sintetizado desaparece desde los prime-

ros ciclos cataliticos (figura 8).

Estos resultados confirman lo observado en cuanto al efecto del ATP uni-
2+
do en la enzima y sugieren @ su vez un efecto dal Mg~ sobre las propie-

dadas del ATP sintetizado. Se considerd que si el ATY sintctizado se pue-—

de salir del sitio al medio en presencia de concentraciones bajas de Mg

también seria posible introducirlo a la enzima por medio de una incuba-

cidn con ATP y

Si esto fuera asi, la enzima preincubada con ATP deberia tener las mis-

43

mas caracteristicas cinéticas que aquella que posee ATP sin

partir de P1 del medio, al medir la actividad en pres=ncia

En la figura 9 se muestra un experimento en el que se incubld una en:

en un medio <con

ol omM MgT o ow ootra en coosin

despuls se pasc

a un medio con 10

se widid la hidrdlisis del ATP adadido contra v

mentos anteviores. En este experimento se

S Gue 1 quou

se preincubdd con ATP en un medio con bajo

ticae tos P=mos olects

»

- N - . s 2+
sobre la hidrdli al ser cransferida a un medio con alco My yque ta

2+
enzima que sintec ATP en un medio con alto Mg~
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ATP

nmol ATP mg~"

O 1 2 3
TIEMPO (minutos)

Figura 8. Efecto de la hidrdlisis de ATP externo en bajas concentra-
ciones de Mg2+sobre el ATP sintetizado.

Se preincubd la Fl (2.7 mg/ml) en un medio con MOPS 50mM pH7.4,
MgCl2 10mM, 32Pi 1my. y Me, S0 50% por 60 minutos. Se tomd una alficuo-
ta y se midid el [ f - 32?] ATP formado (tiempo cero).
se agregd un medio con ATP 3mM diluyendo el Mg2+a 1 m libre final, y
los tiempos éeﬁalados para seguir el [5‘—32P] ATP
que permanecid unido a la enzima.

En ese momento

sSe tomaron muestras en
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Figura 9. Efecto de ATP "atrapado’ en 10mM MgCl, sobre la hidrSlisis (o
ATP del medio. -

La Fl (0.1 mg/ml) en un medio con MOPS 50m pH 7.4, )leZSO 407 y Mg.Cl_,- S,
ATP 1lmM por 5 minutos. En este tiempo se agregd lx\—32P]ATP en un medio
con 10mM MgCl2 y se tomaron alicuotas en los tiempus indicados para cuan-

tificar el 32Pi formado.
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Estos resultados sugieren que un ATP atrapado en un sitio catalitico por
= -+ =14
la alta concentracidn de Mgz » puede regular la hidr&lisis de ATP del me-—

dio, sin importar si es sintetizado en el sitio o si se une directamente

a €1 como ATP.

B. Cambios en Conformacidn.

Los cambios funcionales pueden estar acompafiados por un cambio de confor-—
macidn. be esta forma, utilizamos la sensibilidad a la inhibici&n por
Nbf~Cl como monitor de un cambio conformacional dado por una diferente
re%cti;idad del residuo de tirosina al cual se une, en una enzima que pre-

viamente sintetizd ATP comparada con una enzima en que la sintesis fue

pievenida.

Se incub3 una enzima con MgZT Pi y MeZSO y otra como control sin Pi en
la mi;ma concentracidn de MeZSO por 60 minutos; se agregd Nbf-Cl a una
concentracion final de LOQ/AM vy pusteriormente, se tomaron alicuotas a
distintos tiempos y se midié la actividad hidrolitica en un medio total-
mente acuoso, en presencia de un sistema regenerador de ATP como se des-
cribe en material y métodos. En la figura 10 se muestran los resultados
de este experimento. La enzima que previamente sintetizd ATP es mucho
menos sensible a la inhibicién por Nbf-Ci. En este caso no se puede su-
poner una diferente par:iciSn del reactivo como causa de la diferencia

entre ambas enzimas, puesto que” ambas estdn en MEZSO.
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Figura 10. Efecto del ATP sintecizado en la inhibicidn de la zctividad

hidrolitica por Nhr¥-—Cl.

Se preincubd La FI (SRR ) 1) en un wedio con MOPS 5 i
Me, SO 40T con @ o uin(:) KH PO, 2mM por 60 minutos., n e Lo
204

tomd una alfcuota v se midid la actividad hidroifoica en el espoctre:

metro (ver macerial y métodos) 37.6 v 36.2 Mwol de AT hidrolizado
-1 - . <
min para la eazima que fue preincubada ¢ v sin KHLPO, respectivamente.
204

le apgrepd Nbir=Cl o

Estos valores se tomaron como (007, Al restante
una concentracidén final de 100 /ﬂiﬁ v ose tomaron muestras de la accividad

en los tiempos indicados.
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Por otro lado, si se mide la cantidad de ATP sintetizado en la F1 modifi-
cada con Nbf-Cl que tiene un 97% de inhibicidn de la actividad hidroliti-
ca, €sta es la misma que la sintetizada en la Fl nativa, lo que confirma

datos reportados (102,103); pero se observd, ademids, que la velocidad de

sintesis es pricticamente igual en las 2 enzimas (figura 11).

Estos datos sugieren que a pesar de que el ATP sintetizado disminuye 1la
sensibilidad de la enzima al Nbf-Cl, debido probablemente a un cambio
conformacional, el Nbf-Cl no influye en la sintesis de ATP fuertemente

unido, ni en su valor final ni en su velocidad.
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Figura 11. Sintesis de ATP en la enzima modificada con Nbr—=Cl v en ia
enzima naciva.

Se preincubd una enzima en un medio con MOPS 50mM pH 7.4, con 0 v

sino Nbf-Cl por 60 minutos.

(La enzima incubada con Nbt-Cl
97% inhibida).

En este momento se tra

estaba
1sf£irid a un medio con MOPS S0mM
3

pH 7.4, MCZSO 40%, MgCl, 10mM, y 3"Pi lm* (tiempo cero). Se tomaron

37
muestras en los tiempos indicados Y se cuantifics el [x—j‘l’)A’[‘P formado.,
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DISCUSION Y CONCLUSTIONES

En condiciones similares a las del citosol esto es en un medio acuoso,
la hidxSlisis del acilfosfato, ATP o pirofosfato estid acompaiiada de un
gran cambio de energia libre (106), es por esto que esStos compuestos se
han considerado como de alta energia. 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 en los cambios de energia libre de hidrdlisis; de tal forma

qde la-energia de hidr&lisis de &stos y otros compuestos estid determi-—
nada por la diferencia en energia de solvatacidn entre reactantes y pro-
dﬁétos (98,106,107). Por otra parte, se ha demostrado que durante el
ciclo catalitico de las enzimas involucradas en la transduccidn de ener-
gfa, hay pasos en que la hidr8lisis de estos compuestos se ve acompafia—
da sb8lo de un pequefio cambio de energia libre. Esto incluye a la
C32+—ATPasa de reticulo sarcoplismico, la FI—ATPasa mitocondrial y de
cloroplastos, la miosina y las pirofosfatasas (107-110). En el sitio
activo de estas ATPasas el acilfcsfaco’y el ATP se forman espontineamen-
te sin necesidad de energia derivada de gradientes (110,111). Se ha
propuesto que la energia derivada del gradiente se puede utilizar como
energia de unifén asociada a un cambio conformacional en la enzima. Lo
cual a su vez disminuiria la Keq de" hidr&lisis en el sitio catalitico

y favoreceria la sintesis (59,112). Por su parte, el grupo de de Meis
sugiere que la energia del gradiente se utiliza para crear un medio con

una composicidén y estructura particular del solvente (98). En un medio
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con baja actividad de agua, como el sitio catalitico la molé&cula de ATP
seria de baja energia y se podria formar espontidneamcnte, miecntras que
en un medio con alta actividad de agua, la mol&cula de ATP seria de alta

energia.

‘El agua tiene la estructura mids cooperativa de todos los solventes comunes.
Los sclventes corginicos destruyen esta estructura, » ¢s por esCLo gqua las
reacciones que dependen de la estructura del solvente se modifican por

la presencia de ciertos cosolventes. Un ejemplo claro de los efectos de
los solveﬁces sobre las caracteriIsticas catalitcicas de las enzimas es la
disminucidén de la Kobs para la hidr&lisis del pirofosfato (98) y la ca-
paiidad del factor de acoplamiento Fl mitocondrial soluble en MeZSO para
s;pcetizar ATP debido a un aumento en la afinidad del sitio catalitico

péi el Pi sin que la afinidad por ADP varie importantemente (60). En el
trabajo presentado hemos confirmado y ampliado estos datos (figura 1);

sin embargo, nuestra preparacién de F, no requiere de ia adicidn de ADP

1
del medio para sintetizar ATP vnido a la enzima. Esto 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 catalitico,
puesto que es un sitio capaz de realizar el recambio de Pi del medio con

el ATP sinretizado, y de ser hidrolizado al disminuir la concentracidén

2+ . .
de Mg~ presente en el medio o la del Me,SO. Sin embarge, tampoco us un

2
recambio ATP‘—*B'P con un ATP previamente unido a la enz El grupe
- P

de CG8mez-Puyvou y de Meis en un trabajo reciente (101) ha demostrado quu

2
la incorporacidn de 3'? en una enzima que ya sintecizd ATP se lleva a

cabo a una velocidad mener que la que se observa en una eniima que no ha
incorporado Pi. Estos datos sugieren la exisrencia de un vecambic de

2
ATP unido a la enzima con 3’? del medio.
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Es importante recalcar que la enzima soluble alcanza un m&ximo de 0.4 mo-
les de AT? sintetizado por mol de Fl' Este valor sugiere que la constan-
te de equilibrio de la reaccidn de hidrSlisis y sintesis en el sitio ac-
tivo, é; cercana a 1. Este valor se podria tambié&n explicar por una he-
terogeneidad de la enzima o por una desnaturalizacidn pércial en el sol-
vente orginico. Sin embargo, los experimentos en los que se diluye el
solvente 60 veces y se mide la actividad hidrolitica de la enzima, des-
cartan un efecto desnaturalizante de &ste. (tabla 2). Ademids demuestran
que el Me250 a las concentraciones que se utilizaron confiere propiedades
cataliticas y estructurales (ver m3s adelante) especiales.a la enzima

en una manera reversible.

De la misma forma, la diferente actividad del agua en el medio que permi-
te la sintesis de ATP en la enzima soluble, tambi&n cambia las caracteris—
ticas hidroliticas de &sta. El efecto del MeZSO en la hidrdlisis de ATP
“es también mixto y complejo. Por un lado, a concentraciones bajas de
solvente, hay una estimulacidn de la actividad; sin embargo, a la concen—
tracidn en que la sintesis es mdxima, la hidrdlisis se ve importantemente
inhibida (figuras 1 y 2). Esto se puede deber al cambio de afinidad deil
sitio por el Pi demostrado para la sintesis (60) y el recambio (117), aun-
que nn hay evidencia directa que lo demuestre en condiciones de hidrGli-

sis neta.

Por otro lado, 1a velocidad de hidrdlisis de ATP por 'la enzima en Me,S50

es menor pero lineal, cuando menos hasta los 5 minutos, tiempo en ei 'l
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la enzima en un medio totalmente acuoso ha sufrido ya una disminucidn
importante en la velocidad de hid:Slisis. Este Gltimo efecto se ha
atribuido a una inhibicidn por producto, en este caso ADP, en solvente:s
orgidnicos ya se ha observado una menor sensibilidad de la enzima a con-

centraciones inhibitorias de ADP (113).

Los cambios funcionales en una enzima frecuentemente estin acompaifiados

de cambios en la estructura de la proteina. Nuestras observaciones se-
flalan que los cambios en la actividad y estructura del agua pueden inducir
también modificaciones de la estructura en la enzima. Utilizando el inhi-
bi;or covalente Nbf-Cl como monitor, se demostrd la existencia de este
cambio conformacional. El Nbf-Cl se une a la tirosina 311 de la subunidad ﬁ
de la F (102); la localizacidn de esta tirosina con respecto al sitio
activo, esti todavia en debate (102,84). Sin embargo es un reactivo que
responde a cambiosen el sitio activo, como la unidn de ADP (85). En un
medio acuoso si se incuba con luz o con un pH alcalino (13,14) este reac-
tivo se transfiere de la tirosina a una lisina cercana (68,69). La unidn
con la tirosina es una unién OxIgeno-Nbf y puede ser reversible por 1la
adicién de DTT (68). Sin embargo, la unidn con la lisina es del tipo

Nitrdgeno-Nbf vy no es reversible por DIT (68).

De esta forma, haciendo una comparacidn entre la senaibilidad a Nb{-Cl v
su reversibilidad por DTT en un medio totalmente acuoso ¥ enh otro con
diferentes concentraciones de Me2$0 podemos observar que en Nezso hay

una diferente accesibilidad relativa tirosina/lisina. En el medio total-
mente acuoso el MNMbf—-Cl reacciona covalentemente con la tirosina (es 80Z

reversible por DIT) y tiene un tiempo medio (t}) de inhibicién de 10
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minutos. En 40% MeZSO hay una proporcidn importante que se fija posible-

mente a la lisina, puesto que hay una reversibilidad de menos del 50%
y el t} de inhibicidn mixima es mucho mayor. En 50% Me,S0 el Nbf-Cl
se une con un t} de inhibicidn similar al de la enzima en un medio total-—
mente acuoso, pero preferencialmente a la lisina, en vista de que pricti-—

camente no es reversible por DTT.

Estos resultados sugieren un camblo conformacional de ia enzima en el
solvente, que puede ocasionar (dada la localizacién de la tirosina a la

qué se une el Nbf) alteraciones en el sitio activo de l1la enzima. Estos

cambios pueden a su vez ser, en parte, responsables de la capacidad de
3
sinCesis, de la no liberacidn del ATP sintetizado y de la inhibicidn de

la hidrélisis.

La transformacidn catalitica de un ADP en ATP en un sitio catalitico de
la enzima hace posible el estudio de la participacidn de este ATP en el
ciclo catalitico en condiciones definidas. Es importante recalcar que el
ATP estd@ en un sitio catalitico puesto que es sintetizado cataliticamen-—
te; puede intercambiar su IZA—P] con Pi del medio, y en condiciones de-—
terminadas puede hidxolizarse. Esto hace vilido su estudio como partici-

pante en el ciclo caralitico.

En el presente trabajo se observS que en condiciones experimentales defi-
nidas, el ATP sintetizado tiene efectos directos sobre la catalisis y 1la

conformacidn de la enzima, sin participar directamente en el ciclo cata~

licico.
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La hidrSlisis del ATP exdgeno 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 3 sitios equivalentes acutando en secuencia pro-
pondia que el ATP sintetizado adelanta "un paso"” en el ciclo catalitico
y es p;r eso que estimula la hidrdlisis debiendo ser el primero en hidro-
lizarse. El modelo de un sitio catalitico tendria que proponer un rearre-—
glo‘de las subunidades de tal forma que el ATP se sintetice en una subu-—
nidad catalitica que luego pasa a ser reguladora estimulande la hidrdli-
sis en la subunidad catalictica. Al analizar el contenido de ATP sincteti-
zado durante esta reaccidn (figura 6), se observa que &ste no es hidroli-
z;do totalmente, lo cual no estaria de acuerdo con el modelc de los si-
tfos alternantes y sin embargo tampoco estaria totalmente de acuerdo con
el modelo de un solo sitio catalitico de Wang. Un modelo en

el que una

parte de las subunidades sean "atrapadas" como reguladoras y otras sean

cataliticas explicaria este tipo de resultados
Por ctra parte,el Mgz*tiene un papel importante en la estabilidad del ATP
sintetizado en la enzima. La velocidad de hidrdlisis de ATP exdgeno

a cancentraciones bajas de Mgz+(l mM) en una enzima cow ATP sintetizado
comparada con la de una enzima sin ATP sintetizado, se hace igual despuds
de un cierto tiempo (figura 7). Esto se¢ debe, muy probablemente, a 1o
hidrdlisis del ATP previamente sinterizado en estas condiciones. (fisara 8).
Sin embargo, en concentraciones mis altas de Ng2+(10 aM) la velocidad de
hidrélisis de la enzima que previamente sintetizé ATP es siempre lincal

y mayor a la de la enzima sin ATP sintecizado (figuras 5 y 6).
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Con la enzima en MeZSO vy en condiciones de hidrSlisis a concentraciones
bajas de Mg2+, el ATP del medio puede introducirse a un sitio catalici-
co (hidrdlisis normal). Se pensd que este ATP se podria atrapar en ese

< - +
sitio, al incrementar la concentracidn de Mgz » en el medio. Los resul-

tados del experimento de la figura 9 son congruentes con esta idea.

Sin embargo, la evidencia es indireccta, y para probar su validez seria
necesario demostrar directamente que el ATP ha sido realmente atrapado,
Yy que &ste no se hidroliza durante hidrdlisis constante a 10mM Ng2+

y 40% MeZSO.

=
De cualquier forma se propone la existencia de un sitio que- contiene

Aé? (que fue sintetizado en el sitio o que se unid por la via hidroli-
tica), y que es capaz de regular la actividad catalitica de los otros
sitios cataliticos sin directamente participar en el ciclo catalitico.
Estos resultados parecen sugerir una diferente participacidn de las sub-
unidades cataliticas al variar las condiciones del medio, lo cual apoya-

rfa la sugerencia de subunidades heterogéneas.

E1l ATP sintetizado en la enzima provoca ademis de estos cambios en la
catilisis, cambios .conformaciomales vistos por la diferente sensibilidad
al inhibidor Nbf-Cl. La enzima con ATP unido, es menos sensible a la
inhibicidn por este reactivo. lo cual suglere que este ATP unido induce

un rearreglo en la. proreina.

Se ha descrito que 1a imhibicidn por Nbf-Cl se ve disminuida al incubar

la enzima con ATP en condiciones de hidrélisis (68,69). Sin embargo, la
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enzima modificada con el reactivo hasta un 987 de inhibicidn de la hidrd-

lisis, es capaz de sintetizar ATP al ser reconstituida en particulas sub-

mitocondriales (82,83). i{ds aln,la enzima soluble igualmente modificada

por Nbf-Cl tiene una velocidad de sintesis de ATP fuertemente unido nuyw

similar a la de una enzima nativa.

Estos datos sugieren, por un lado, que el ATP en el sitio catalitico mo-

difica la estructura de la proteina haciendo menos accesible la tirosina

a la cual se une el Nbf~Cl, sin que &ste, como yva dijimos, interfiera con

su’'sintesis. Por otro lado, los datos tambi&n sugieren que la actividad

hidrolftica tiene un diferente requerimiento estructural de la enzima va

que &sta es muy sensible al Nbf-Cl mientras que la actividad sintética

es muy poco sensible a Nbf-Cl.

La Fl—ATP sintetasa es una enzima estructural y funcionalmente muy com-
pleja. Estd compuesta de cinco subunidades diferentes, se asocia con el
sector membranal acoplandeo la catdlisis al gradiente electroquimico de
protones. Tiene miltiples sitios de unifn para adenin nucledtidos, du
alta y de baja afinidad en una constante interaccidn; también tiene

sitio(s) de unidn de nucledtidos gue modulan la actividad de la enzim:

la

v que pueden o no entrvar en la clasificacidn de algune de los anterices ..

Es una enzima que parece estar en constcante cambio, sufre cambios contar-

macionales que pueden alterar sus propliedades c¢indticas o moaditicar

==

sitios de unidén a sustratos y productos; estos cambios que pueden ser pe-
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quefios, son contfnuos, y se ha propuesto que son sensibles a cambios id-
nicos en la composicidn del medio (114,115).

Dentro. de su mecanismo de accidn no estdn involucrados intermediarios fos-
forilados, sino una transferencia directa del Pi al ADP en el sitio acti-
vo, durante la formacidn de ATP, y un acoplamiento todavia no bien en-
tendido entre la energia del gradiente electroquimico de protones, la en-—
trada de Pi y ADP y la salida de ATP del sitio activo durante la sinte-

sis de ATP.

Sg 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 unién; esto sugiere la existencia de una gran in-
teraccidn reciproca entre los sitios de unidn de nucledtidos. Los datos,
del presente trabajo sugieren que puede haber un sitio catalitico que a
su vez puede actuar como regulador o modulador de la actividad de la en-
zima. En esta Gltima condicidn el sitio no parece participar directa-—

mente en el cicle catalitico.

Estas observaciones significarian una mayor versatilidad y dinamisno

de la enzima que puede asi modular ¢l nimero de sitios que parcicipan
directamente en la catdlisis. AsI, la enzima en determinadas condiciones
puede tener tres sitios cataliticos. Pero en otras condiciones como
seria el cambio e¢n contenido del sitio catalitico o en el medio externo,
uno o dos sitios puede dejar de ser catalitico y convertirse en regula-

dor.
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.= I+ .
Nos parece importante recalcar que la concentracidn de My~ en el medio

parece modular la accesibilidad de los sitios con el medio exterior. En

2+ .
concentraciones altas de Mg no se libera el ATP

sintetizado vy existe
una mayor velocidad de sintesis, que se podria explicar tambidén por una
mayor retencidn del producto (ATP) en el sitio. Tambi&n hay una inhibi-
cidn de la hidrBlisis de ATP, que a su vez se podria explicar por una
disminucidn en la velocidad de liberacidn del producto (ADP y Pi) del
sitio catalitico. En cambio a bajas concentraciones de Hg2+, la hi-
drdlisis del ATP sintetizado como el del medio ocurre a mavor velocidad.
Es;os datos sugieren que el MgZ+ejerce un efecto regulador muy intere-—
sante sobre las interacciones y propiedades de los tres sitios catali-

tidos de la enzima.

Se ha propuesto que el Mg2+ ejerce un efecto regulador sobre la

H+—ATP sintetasa (114,115). Se ha observado que el Mg2+ cémbia las ca-
racterIsticas cindticas de la enzimaj; por lo que se ha propuesto que

tiene un segundo papel ademds del de ser co-sustrato de la HtATP sintetasa,
vy que éste puede corresponder al de un segundo sitio de unidn, aunque no
ha sido identificado. Tambi&n se ha visto que diferentes concentraciones

2+ . ;= . .
de M en el medio afectan la unidn de los ligandos a sitios especifi-

cos en la ATPsintetasa. Se sabe que los adenin nucledtides se unen o oo
& 24+
sitio en la subunidad en ausencia de Mg . Por otro lade, el wrupo de
Di Pietro ha propuesto un sitio regulador (ver introduccidn. modelo de
- . 2+
dos sitios cataliticos) cuva unidn de nucledtido se estabiliza con Mg

y que sdlo asi un ADP unido ejerceria un efecto inhibitorio. El grupo
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de Pougeois (116) ha propuesto ﬁn sitio regulador para el Pi, cuya unidn

= -+ =
requiere tambi&n de altas concentraciones de ng . Tampién, la recons-—

titucidn de Fl a partir de subunidades aisladas se lleva a cabo en un medio

con alta concentracidn de Mg2+ (82,84) .

Por todo lo expuesto anteriormente creemos que la concentracidn de Mg2+
en el medio juega un papel determinante en la accesibilidad de los si-—
tios de unidn en la ATP sintetasa. Una posible explicacidn para este
efecto del Mg2+es que una interaccidn de los iones positivos con toda

la proteina le induzca una conformacidn especial, que sea la responsa-—
ble de los efectos en la unidn de adenin nucledtidos a los distintos si-

tios. Este serfia un efecto inespecificc del Mg2+ y podria ser reempla-

zado por otros cationes. El grupo de Gémez-Puyou (115) observd que
parte del efecto del Mgz+sobre la hidr&lisis puede ser reemplazado por
Caz+. Otra posible explicacidn para los efectos observados con Mg2+

seria a travé@s de un sitio de unidn para Mgz+, diferente al sitio cata-
1ftico, pero con la capacidad de modularlo. Este seria un sitio con
baja afinidad para el Mg2+, lo cual permitiria diferenciar al "Mg2+ co-
sustrato" dal Mg2+ "modulador'", de la misma forma que existe un sitio

no catalitico para Pi (116).

De esta forma, proponemos el modelo explicado en el esquema 6.
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Esguema 6. Modelo en que una subunidad catalitica se transforma en regu-
laqora. ATP=ATP fuertemente unido. No tenemos ningin resultado que

nos indique €l nimero real de las subunidades cataliticas interactuando.

En este trabajo se cambiaron drasticamente 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 dificil decir si este ATP

sintetizado se forma en los mismos sitios en la enzima soluble que en la

N : {14 - s + -
enzima unida a membrana utilizando la energia del gradiente de H, y wis

aiin si en determinadas condiciones fisioldgicas tendria efectos simila-

res a los aqul descritos. $in embargo, en el campo de la trasduccicno
energdtica se estd de acuerdo

en que el mecanismo catalivico de ia en:

mit soluble v la membranal es el mismo. Bl ueilizar la en soluble

d

he principalmente a tener un sistema mucho mis limpio v scueillo gue

permita, dentro de lo que cabe, interpretaciones mis directas. Por Lo

tanto seria interesante tratar de repetir este tipo de experimentos en

el sistema acoplado a membrana,. tratando de encontrar un cambio en la par-
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R ticipacidn directa de los sitios cataliticos o reguladores en diferentes

condiciones.

Con lo; resultados expuestos en el presente trabajo se puede pensar que

la FI—ATP sintetasa es una enzima membranal que se puede regular por las
condiciones del medio. Lo cual puede ser una caracteristcica wmuy impor-
tante del mecanismo de regulacidn de la catdlisis de una enzima que in vivo
es la fuente de energia quimica para todos los procesos de la célula, y

se tiene que enfrentar a muy diferentes condiciones y requerimientos como
cambios en las concentraciones de iones y metabolitos asi como diferentes

demandas energéticas de la cé&lula.

r
]
]
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ABREVTIATURAS

ADP Adenosfin 5'-difosfato

AMP .f Adenosin 5'-monofosfato

AMP-PWP 5'—adenilil—-imidadifosfaro

ATP Adenosin 5'-trifosfato

cit b Citocromo b

cic ¢ Citocromo c

A74 H+ Gradiente electroquimico de protones

DCQD Diciclohexilcarbodiimida

DL Deshidrogenasa lictica

&5 Potencial medio

FAD Flavin adenin nucledtido

FMN Flavin mono nucledtido

fpm Fuerza protdn motriz

FSBA 5'- [ p-(fluorosulfenil)benzoil] adenosina

Fo Factor ie acoplamientoo - porcidn membranal
de la H -ATP sintetasa

F1 Factor de acoplamienco1 - porcidn soluble de

. H+—ATP sintetasa

ﬁ¥ Protdn

ﬂ*—ATP sintetasa Adenosin-3'—~Trirfosfatasa de Protones
(E.C.3.6.1.3)

I8B Isobutanol benceno

Ka Constante de asociacidn

wd

Constante de disociacién
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Km Constante de Michaelis-Menten

MeZSO Dimetilsulfdxido

MOPS Acidoe 3~ [N-Morpholino] propanesulfdnico
NADH - Nicotinamida adenindinucledtideo reducido
Nbf-Ci 4-cloro-7-nitrobenzofurazano

NTP Nucledtido 5 -trifosfaro

GSsCP Proteina que confiere sensibilidaq a Oligomicina
PEI~Celulosa Polietilen-imina celulosa

PEP Fosfoenol piruvato

Pi. Fosfato inorgédnico

'Pé Piruvato Cinasa

pém Particulas submitocondriales

Q Ubiquinona

TCA Acido Triclorocacé&tico

TFL

Factor de acoplamienco1 de la bacteria
Termofilica PS3
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