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CF1-Po 	  Factor de acoplamiento CF1 

unido a la membrana del tila-
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tp-ADP    1,116eteem AD! 
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RESUMEN 

El Factor de acoplamiento de los cloroplastos ( CF1 ) es parte 

de un complejo enzirnático , se encuentra localizado en la parte 

externa de la membrana del disco tilacoicle. Usando el método 

de elecueloresis en gel de poliacrIlamida-DSS se encontré que - 

el CF1 está formulo por cinco submidades at , 	', 

y t denominación dependiente del decreciente peso molecular. 

La entiquiometrra 2•1 , 2 15  iy,lb y 2 to  determinada - 

por reacciones con reactivos biftmcionales es la aceptada. La 

localización de los grupos SH en la enzima aislada es importan- 

te, ya que estos sitias fueron los que interaccionarce con la ma 

yerra de b reo: os mono y bifuncionales demostrando medían 

te ellos, la existencia de 12 a 13 grupos SH / mol de CF1. 

El uso de reactivo mozo y ~ondea (NEM. 1A, 0-111, --

DTA; MEM y ORM ) sobre el CF1 anicb a la membrana, en 

presencia de la hm ocasionó ~Me con los grupos SH y - 

~mecida de cambios conformacionales que desempluma o inhi-

bieras la ~reacia de menta con la consecuente inhibición -

de la lotabsiorilación. 

Otros motivos mozo y bifuocionales utilizados fueron: FILM, - 

DIE y DTP pan determinar la estequiometría, eacceirancb que 

reaccionas coa grupos amigos y fenoles de las subunidaden; 

MEM y ~I faeno cumbo para medir ~anclas interaubmida- 



des reaccicoando con los grupos SH. 

La Mei& más importante del CFI in sito es la de actuar como 

ATP sintetasa. También actúa como ATPasa, aunque esta activi 

dad es lateare, puede activarse por el tratamiento coa calor. - 

trlpelna y compuestos dales. Estas dos funciones deben ser - 

~radas como dos procesos independientes. 

¿•j 



8 

INTRODUCCION 

La vida es hermosa, frágil y fugaz como loe irisados rayos de 

luz que maravillosamente la sostienen e impulsan desde sus más 

remotos oxigenes por medio de la fotosEntesis. Gracias a éste 

admirable proceso de universal akance , el reino vegetal, par-

tiendo de materias pobres en ~gra, convierte incestutemaxe 

la menta radiante en energía ciurmica, y abastece posteriormen 

te, de meteria rica en ~gra a todo el mundo vivo. 

Es importante aubrayar que las plantas no solo surten de mate-

riales estrocturales a ha argentamos no fotosfateticos, siso que 

les sumiaistran la surgía gírale, en ellos almacenada, inclispen 

sable pera el ~miento de las actividades vitales. A la - 

lotnerfatenia se debe, pues, el milagro de que la atenta ea for-

ma de haz peoveniente del sol antes de degenerar en calor, sea 

~cenada como ~aya qurmica biologica. 

Las plantas verdes han desarrollado en su ~lucida como centra 

les ~as, =os organelos citoplísmicos akamente especia- 

s ~atados  clorofila:mos, con objeto de convertir, coa - 

~baria eficacia, la energía abnacoaada en la luz en ener 

gra qufmica fisiológica. 

Destro del cloroplanto se localizan estructuras como ice, grata= 
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(conjuntos de tilacoides) y el sistema lamelar donde se ClICUM 

eid0 el aparato foomintético. La membrana del tilacoide -

esta constiturda par proteínas, lípidos, carbohidratos y otros - 

elementos menos importantes. Las proteínas rnembranales de-

sea mdkiples funciones, una de las más importantes es la de - 

servir de factor de acoplamiento ( Fl ) pan la síntesis de --

A l? (fbtoindorilación). 

El objetivo de la presente revisión es la de actualizar <mixt-

mientes acerca del factor de acoplamiento en cloroplastos de 

espinacas ( CF1 ), y la de relacionar los efectos de reactives 

momo y Mirada :ales sobre su estructura, actividad y fundo--

tes, efficastrandose el CF1 alelado y lekb a la membrana_ 
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GENERALIDADES. 

I. - MORFOLOGIA DEL CLOROPLASTO. 

En las plantas superiores be cloroplastos son los organelos -

celulares con capacidad fotosintética, preseixandose en una va 

rieclad de tamaños, formas y Mineros, con una estructura - 

elipsoldal que mide de 5 a 10 micras de diámetro (71) (Figura 

e 1 ). Dichos organelos están constituidos por una membrana 

enema doble muy frágil llamada envoltura que delimita el ea-

n'orna del cloroplaseo y sirve de barrera de permeabilidad ea 

tre el citoplasma celular y el maroma del cloroplastro ----

(figura $ 1-a ). 

En el interior del clon:Manto hay gran número de ~turas 

membranoaas íntimamente empacadas que se llaman Lámeles 

(figura e 1-b), presenta otras estructuras aplomadas en korma 

de diem llamadas tilaccédes (figura * 1-c), las cuales están -

apiladas formandb ke graaum (figura e 1-d), estos celan inter-

conectados mediante la membrana con el sistema lamelar (figu-

ra e 1-e). a el ~roma del cloroplasto (figura * 1-0 se en-

camara una tose líquida que es la matriz ea la cual se locali-

zan enzima* del ciclo de Calvin, fotosintéticas, que ayudan en 
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ames # 2. .- Itepreemetseida Sevesítioe del cloroplesto. 

(n). 
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la síntesis de ácidos nucléicos, ácidos grasos y que tienen los 

mecanismos de autoregulación y replicación de cloroplasto. 

La membrana del cloroplasto está formada por proteínas, lípi-

dos, c.lorofibm, otros pigmentas y restos de moléculas peque-

ñas solubles en agua. 

Debido a la fundamental Importancia de las membranas en los -

procesos biológicos, el modelo más aceptado es el de Singer y 

>acholaron (69) conocida como "modelo del mosaico fluido" — 

(figura * 2), el que presenta una doble capa de fosblIpidos - 

discontinua con sus cadenas hidroffibicas orientadas hacia el in 

tenor y las cabezas rolares hacia el eamerior, las proteínas -

que son llamadas integrales se encuentran tamo en la periferia 

como dentro de la !Mapa de loadolípitios o atravesado la mem-

brana de lado a lado. En el nxxielo predominan las proteínas -

Can la conformación «EL -helice-anflpática (modelo con parte po— 

lar y zona hidróbba), lo que favorece su unión a la membrana 

por sus extremos hldrolóbicos. En condiciones fisiológicas loe 

lípido@ de la membrana, se encuentran en estado líquido, per mi 

tiendo que las proteínas floten libremente y se mantenga el -- 

equilibrio dinámico. 

&mema de piyama».  - 

En el sistema lamelar de un cloroplasto (granum y laraelas) se 

eacuntra localizado todo el aparara ~sintético, utilizado pa-

ra la conversión de la energía solar en energía química. En - 



••••••• 	14i>r 
n..m.--•••••••—•••—• 
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Oh$9411011• 41b 49 4111**L 
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noirs 02 r In" lalálasaaimal del ~a asabraaal mal "a* 

malea fladdles. LIS aasrpea 	raprealoalas a las vigota:tasa - 

globulares ~lea que as eaciaeatraa diatribaillaa al amar &a 

de la biaaga lip1diaa (69 ), 

13 
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la tabla * 1 y figura * 3, se muestra la clasificación de los pis 

memos ea las plantas verdes y su estructura (61). La fusiciós 

de estos pigmentas es suministrar a la planta un sistema eficien 

te en la absorción de luz a través del espectro visible, esta -

energía es entonces transferida a los centros de reacción donde 

es utilizada para las reacciones fotoqurmicas, el conjunto de 

~tos involucrados ea la absorción de luz y transferencia 

de merla se conocen como pigmeutos cosechadores de luz. 

LAS Clozodllas, son los pigmentos que clan a las plantas su a)-

kor verde característico, existen dos clases en las plantas su-

periores: 

Moreda a. - Ea el pigmento más abundante y mil presente en 

todos loa orgashimos fotosiseldcos que producen oxígeno mole-

adar. Hay varias cormas de ~as a, la que absorbe luz 

de Imitad coda corta (660) localizada en PS-II y otra que absor 

be la de kagitud de mida mayor (670) y que se encuentran en -

!5-l. 

Y la b mostrada es plasmis superiores cuya una ~leca-

kr ~tiene un oxígeno más y dos hidffigesos memos que la cb-

rodia a, se macuestra ea PS-LI. Se cree que hay dos tipos de 

daerdila b, la que absorbe luz de longitud coda corta (640) y la 

que absorbe luz de longitud de onda mayor (650) (30) 

Los Canotemoides.- Soft los pigmento, naranja y amarillo eacco- 
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~estos 	Ocurra 110111 
	 naciones 

x. .1~~ 
Clorofila • rodea lee plantee foto-

eiatetimadoras (excepto 
bacterias) 

Clorofila 3 Plantas ~tris:tres y algas 
verdee. 

11.Carotesoldee 
Oarotesee 41( y 

iglia ~has bojes y oler 
tse algas. la alpe ro--
jes y oa 'popo de alpe -
verdes (3iphomales). san 
el ~ateas «me ate -
.a @ger oaatidad. 

Priacipal ~teas d.-
las demás plastas. 

liatetiles 
~loa 

	

	Principal °erotema ds - 
hojas verdes, algas ver-
des y rojos. 

ieemaatias Simado lavar oaroteaol- 
de bojes 

Tialasaatias 

~sabedora de luz, 
osatro de ramoneen. 

Cosechadora de loa 

Priacipalasate eme-
aatioxidaate oeseeka 
dores da loa ea ~—
mor —o. 

airosa poco amo ciar 
dadores de loe, ea-
frea va ciclo da olk 
gesecitta y Aseo:1~ 
nacida, la faaelda -
del osa se deseoso-
ce. 

2abi 	aleeifieseitta de Pie entoe (61) 
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a 

CLOROFILAS: 

clorofila 4 x. -011  
clorofila b 

CMOTEMOIDES: 
alCARO'TEPIOS: 

1 

(1%:(111.4111.1111.-ca41Dtilb°141:1111;q11144195  

',NIPONAS' 

ilihllM 

ailmmolmra de las principales ~os del ~-
a% labsialiétiee ( 61). 

F_ 

It 
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trae en casi todos los organismos fotosintéticos. Hay dos cla-

ses de carotmoId: Lo carocenos que son hidrocarburos que -

absorben la luz azul y de entre elbs el beta carmeno es el más 

común, Y los carotenoles llamados comunmente untofilas. 

Se acepta que la mayoría de los carotenos estas presentes en -

PS-I y las Xantofilas en PS-U (30). Loe carotenoides son lla-

mados pigmeos)" accesorios ya que su función ea absorber la - 

a del espectro visible que no ea captada por las clorofila'. 

II. - FUNCIONES DEL CIAROPLASTO. 

Fue Oscura (Ciclo de Calvin) . 

La fase oscura se desarrolla dentro de la matriz o estroma, ea 

dude ocurre la asimilación de 002 para rendir finalmeme una 

maleada de bastas, usando ATP como fuente de energía y al - 

NADE% como agente reductor, &mute el proceso se ~m en -

12 »DNI y 1B ATP (20) (figura * 4). 

Fase lAmisosa.- 

Arp£ las remisiones van en serie; absorción de energra radiante 

Por los pigmentas "antela" y centros de reacción, se:~ de 

cargas, traaslereacia de elecutmes, retorsión de NACE)♦  y glice- 

mia de ATP. 

Dichas ~mes se realizan ea la membrana del tilacioide que - 

es donde se localiza la cadena transportadora de electrones pm-

es de la osidacida del agua (figura * S), ~mudo 



é» 

Plana # 4 .- Olale de Calvla o cielo de la reduce:14a feto—

~Usa del emolumo. i ~res imeerredee ea ~e i 

ama el micra de meleeelas tus pecitialpem ea mea vuelta cae-

plola del ~le. L. ciclo ~ata la e:Latirle mete de me 
molécula 4. ~tuse 6 fosfato a punir de 6 mulecules de - 
dando de ~me (20). 

18 
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Pilar& .5 .— Omisas tsassportedara de electrones ea la m'abra—
aa is1 tilaaatie ea eleroplasto de espinaca (26). 
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A pH que es usado en sentido contrario que en las mitocondrias, 

por el complejo CF1-1zo pera sintetizar ATP, por b que podernos 

decir que la totolosforilacidn está acoplada al transporte de elec 

trenes mediado por el gradiente electroquimlco de protones. 

Para iniciar el proceso ketosintetico es necesaria la incidencia -

de luz sobre los pigmentos. La merla luminosa absorbida por 

los pigmentos accesorios es transferida a la clorofila a y a la -

b que se ascueatraa ai loa centros de relamida especfficos vra -

otras moléculas de cbrofila. 

Cuando la luz es absorbida es forma de quaato por ~anees -

de be pigmeatos. ~os electrizas pasea a caros orbitales y la 

~cala se encuentra al un estado excitado (figura 1 6). 

Hay asa relación cuantitativa entre el número de quietos absor-

bidos y el Mamo de maleadas activadas. Las reacciones b-

toquimices se caracterizan por los p~CD:115 intermedias ea -

los que mi decaes 1* pasado a ta orbital extenso de mayor si 

vel ~tico ea se asomo o moiecula dectrcoicameate excita-

do. Captada esta energía ~ate, se transmite a través de -

los pigmentos hasta llegar al castro de reaccida donde se ~-

vierte ea asalta química, cal la ~acida de as «m'yak:te 

oxidaste y otro redoma. Ea importunes considerar que el ces 

no de remecida dama el estado de sisguiete excitado y que - 

despees el ~peor primario de *carones se reduce, quédemelo 
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lirio Italhasatal dato imitada listezas al .siete 
traisimatal 

11 

Zleetrák .a nivel 
do alta encarga 

illestréa en nivel 
is baja mere& / 

nogra # i •- impitasida air ma malicias y pérdida lie os .erra 
*a ola ~seas al ~in ~mal ( 76 )• 
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oxidado el cancro resociós , que vuelve a su estado original cuan-

do recibe m asar& del donador primario de electrones; est e -

proceso se repite consecutivamente, dependiendo de la absorción 

de la luz ,(20) de esta manera continua el evento dependiente de 

la reaccifia luminosa can el transporte de electrones a través de 

toda la cadena transportadora, desde el agua hasta el NADItf. 

El hecho de que edema dos sistemas de pigmentos que absorten 

M 	de koglind de ceda dlfereate Indica que el transpone de e-

lactrasea time lugar en dos etapas principales y con ~tos ---

feeteptialcas ea el cetro de reacción eapearkx. . 

La gpri I 7 [horra w esquema de la traaamlai6a de la aler-

gia a través de cada Materna de pigmea" 

a ~go de trampeare de electro:os • través de la cadena -- 

Prima por HM y Beadall (25). La forma ea -

que se ~neutra d'atribuí& la codeas trasportada-a de electro -

- ea la ~rasa se euqueowalza ea el MOCieil) ~esto por 

Wlet (III) ea él se muestran los ibtoaistemas I y II en forma de - 

Z trasversal ( figura * 8). 

Oierie se ibamina al doraplaeso ea electrón de su fotocestro ---

reactbo que ae eacuestra en el Tigmazto clorollhaao es llevado - 

how at acopiar Q del PS-II y despea fluye ea se etkb deaceodeg 

te par la caldeas cutral a través de In Cit f y PC, hasta el ---

Imu» elecerdalco al P-700 o centro de reas cIós del P5-1 que pes 

46 ea decir& y lo pasó a través de la cadena que pasa por X, - 
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„1/F 111D-110(r) 

	

P 700 	 P 600-1100 

	

~IPA II 	 Moarft 

Ploma #7 Illpétesas de la distribuid" spanzlasia de les «ft 
reatas ~ates *a lee les tetes:latear plameateries oa plastas 
mories. Loa atoar ir Mocea a la clwodila represadas la ab-
sima& ~Iza die la perrita rola 4.1 espectro (25 ). 
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~ira # 	Issisas ea para el flag» ils ~trames ea la feas 

sdabsala. las Aire ~Ira grasassebsrlasalalips ~atoa las - 
iss-sumselama lialassaa, ~a las oteas asa ~amo a la ce-
isatilat• a ibais 4• elestreass ames el epa borla 1111111* « y— 
siva sor 	ofealla0. D..4s .1 asepter ~aria (Gel NI» les 

lafreamillactusair• lis iss footaalatiasa plairt~ • plas42 

aiaadaa - sir • della* I 11 , 17a fleje dallse ea 11-11 puras 
y se isalimera gasa • efelle• 	01). 
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Fd, FdNADP reductasa hasta el NADP"I" provocando lo reduccke. 25  

de este ultimo. 

El restabl ~lento del "centro activo del PS-11 a su asrado re - 

ducido es debido a la transferencia de electrones en el senticb 

del potencial decreciente cuando se fotoliza el agua ( figura * 8). 
+ 

El NADP es el aceptar electrónico final de la cadena transpor- 
+ 

adra de electrones en la kgosíntesis, tanto el NADP como ~- 

dinos tipos de aceptores electrónicos artificiales tales como Fe- 
3 

(C1)6 y quincenas pueden ser facilmente reducidos por el date - 

ma huelo alelado ,1111D asiere que los acelxores de PS-I son -

reducidos ea el 1 mermo de la membrana del tilacoide. Así-

a& NADEN formado ea la fase luminosa ea aprovechado por las 

animas del ciclo de Calvin durante la fue aseara de la foso --

detesta. 

Actualmeste se sabe que la Ineolositallacide del ~luto ea - 

vegetales y la losforilacide morra de las mitocanditas y Men 

das estas muy relacionadas. 

Ahora bis , el moceaban° por el cual tul fit4o ebs:tninico pue-

de dar bagar a la formación de una mol ala de aleo nivel ener-

gético. rey remota Ido de los problemas te frisos y experimen -

tales nada latereellitea ea la Eloquimica actuales. Hasta el momee 

So usa bigkesis que trata de explicar el acoplamiento de estos 2 

pencas« el trasporte de electrones y la siatesis de ATP) es la 

~a por el Dr. betchell (45), basa:adose en pomas toda -- 
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mentales que corresponden a sistemas funcionales y estructura-

les especifico. . 

Hipótesis Quitnioemódca de Acoplamiento . 

Es una hipótesis alternativa dependiente de membranas intactas. 

de consideraciones de la fisiologia de las membranas en gachón 

a la bioquimica traclicional, enfatiza la importancia de las reac-

ciones vectoriales provocando transferencia de poto:~ a través 

de la membrana. Se deacrive en 5 postulados: 

1- Las reaccimes principales ocurren en una membrana relativa-

mente impermeable a premies la cual encierra m espacio ~-

no. 

2- La membrana tilaooidea cid cimplamo cristiane loa transpor-

tadores de acido- radia:cidra , y allí el flozjo de decaer* de mi 

acarreador a otro tiene que estar obligadamente acoplado al trina 

porte vamorial de lames hidrógeno , cuando be cbroplamos e--

fectfaa la ? del ~atar al interior, el flujo de rada:sures 

equivalentes abernan con MI acarreador de ~mara asa arar --. 

Traidor de bidivgmm (PQ) y otra vez regresan el primero (tira—

ra * 9). 

3- Eme agio Nao de kms de la membrana produce dos efectos; 

a)- Paimite que el interior sea mis ircido que el erterior, esta - 

Moldeado un gradieate de pil: b)-Logra cpe el interior sea más - 

electroposittvo.Para prevenir la ~ida de una diferencia de - 



interior 
addecion del 
494111  

21414  Oe 

exterior 

• 

erambrarta tillico•de 

nom é 9 •- lieeolooleate cates el fleje le eielveleatea reir 

liees • leavia 6 la amlireea, esa la treaeleeselés loar bly-
~me Mala el ~ere Meta el laterlse (45). 

4- 
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cargas eléctricas excesiva debe existir tma forma que permita una 

libre clifuskfn de otros iones, atare adores espectficos en sentido 

inverso al flujo de hidrógenos 6 bien que otros entren al mismo -

tiempo pera neutralizar las cargas positivas. 

4- La suma de las dos fuerzas generadas por la diferencia en la 

concentración de Iones hidrógeno (A pi-I) y la diferencia de patea -

dales eléctrkto a través da la membrana (/t) es llamada Da-

za protonmotriz o diferencia de potencial electroqutmico de proto-

nes (44) , expresada en ~dedeo eléctricas ( milivoltios). 

AJAR 2  lit 43--I-4AP14 ) 
.}-.. 

Donde R = es la cosa" de los gasee 

T ila temperatura absoluta. 

T =la constante de Faraday. 

La fuerza ~motriz es la que maneja la síntesis de Al?. 

5- la fuerza proinsenotriz actúa pera temar Al? da usa andina 

aziaotiópica 

 

adán a la membrana que utiliza el flujo de hidróge—

nos en seatiáo ~roo, es decir hacia el CFI o amplie» Anima 

siMetasa 	 Al?(siztetimmdo 	ea la direccide indicada y actuado co- 

mo Alease es la ares:~ =traria ) . 

BE el diagrama de la figura * 10 muestra ha formas más dm - 

plilicadas que el Dr. hitchell ha propuso, en el modelo la acción 

de Mi anima trabajando como una ~asa. 
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ATP 	ACP 

140  

REACCION: 

now tio imega~4. saetía de ama Alreaa vectorial adi— 

ila a la abrasa as acealle a la Idpheala qpnadamétlea. 11 ros 
laagala zapresiala la ~a lb la vadaals y el ~sala a la. 
a la 112aus. 1/1 ~ira caparier ~ata la reamiára3s«di 
las imparates del apea as ~vea vaseirlaluala ~a lates •-
pasataa dis la aulawas para 0•1` ~Me ea la afaisaia 4. kle. 
~IP 2110111~~ ~si& asla is ia ~tia aoriaallaps - 
Mata al ~ir per cala Á ~sala. la afataata la 1 
se ~ah a mis assidass lasflus.ea ~as ~ala 
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La dome función de ésta enzima ( salir sis y degradación de 

ATP) será un, de los objetivos de la revisión bibliográfica, estu-

diando ambas actividades por modificaciones químicas y entre--

cruzamientos. 

FACTOR DE ACOPLAMIENTO ( CFI ) 

Durante la reacción de fotobeforilación o atinada de ATP se en 

cueriza acoplado, al flap de electrones ( vía un intermediario - 

comdn ) el gradient e electroquímico de protones. Un determinado 

adinero de reactivo. o de tratamientos incrementan o aceleran el -

Sujo de electrones desacoplados, ya que no tienen capacidad de sin 

atizar ATP. Dicha desacoplarnieoto puede ocurrir, por ejemplo, da 

reate el tratamiento con EDITA causando la liberación de una prote-

ína de la membrana del tilacolde, dejando asf un hueco por donde 

se saldrás los protones bajo mediciones apropiadas. la proteína --

Hberada se puede recolocar a la membrana recuperandose la Sato--

fosbrUacife sin estimular el flujo de electrones. En estas madi--

domes el rescopiamiento de la proteína dé corno reaukado la arate 

ala de ATP así vano el ;transporte de electrones, a ello se le be 

~mimado factor de acoplamiento ( Fl ) o complejo ATP'asa 

( 31 ) 

Bajo las circanstanclas reactives sintetizados incranentan la - 

§astirilación en preparaciones que han sufrido desacoplamiento de-

su proteína. Por ejemplo ene N,N-dicicio~iicartimunida Dcay) 
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se estimula la baforilación en loa tilacoldes de cloroplastos de es- 

pinacas tratados con El7rA, indicando que el CFI remanente efec— 

túa la !Asesta de ATP. - 

Descubrimiento del Factor de acoplamiento ( FI ). - 

Los primeros estudios que demuestran la existencia del factor de 

acoplamiento ( FI ) fueron llevados a cabo por jageixbrf y Smith 

( 29 ) quienes encontraron que en los tilacoides de cloroplaatos tra 

tallos toa 1101110100eS de EDTA la fosforilacián no se llevaba a cabo 

en ciertas regiones proteicas de la membrana . Anon ( 3 ) demos 

tró que un factor lábil al calor se separa durante el tratamiento 

con EDTA y que al adicionar el cegador de EDTA en premiada de 

Mit se resfauraba parcialmente la ~acida en la membrana - 

desacoplada. Lo anterior sugirió que ese factor lábil es de tipo --

pro 

Vainbutaa y Radar ( 75 ) observarán que los tilacoides madama -

poca o asta actividad de ATPasa, demostrando que durante el tra-

~Immo coa tripsina los tilacoides desarrollaban una actividad de 

ATPasa dependiente de Cap. En ese estudio lasación de -

la ATF$sa Image se 0~6 al incubar los cloroplaatos coa EDTA 

predi:altar el sobrenadeute con acetona y &calar ~ida de --

los polvos acodalo» ces soluciones reguladoras eacontriindose - 

qae estas /amparajotes estimulan la losforliación ea los tilacoides 

que se eamieutran esos a un lavado con baja fuerza - Jónica. - 
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E eta preparación es por consiguiente aná toga al factor de acopla ---

m iento (F1) en las rnitocandrias, en loe cloroplastos se denornin d fac-

tor de acoplamiento-CF1. 

Actualmente se usa el metalode Lien y Racker ( 31 ) para la purificación 

homogénea del CF1 , a través de la liberación del CF1 cal EDTA puri—

ficado por cromatcgrafla , usando coltama de DEAE- Sefadex y centri-

fagimdo en un gradiente de densidad de sacarosa, la preparación obteni- 

da es homogenizada. Se ha demostrado en estas condiciones que el CF1 
+1 

time ma actividad especifica de ATFasa dependiente de Ca y es ca- 

paz de hidrolizar 34 ~rondes de AI4 por miligramo de protebm --

por minuto ( 16 ). 

IV .- REACT1VOS QUIMICOS ( ). 

El nao de mEtodos químicas directos se ha empleado para el envidio de 

los *legues en las cadenas polipept1dicas de las proteínas basa: dome 

ea la localizacita de las adanes químicas izara o intercadenas. El oda 

ce ~Agur° es el que se ~entra mis comummente an hallazgo es 

aa pro importaste para determinar el modelo tridimensional de las --

proteínas. 

El to&ocki mis versitil es la reacción de la proteína con reactivo' bi-- 

ftmcionales. loa cuales poseen dos grupos reactives capaces de reaccio-

zar con ella formando puma entre los sitios de las cadenas de amino--

acidas. 

En In mocita de la pratefas con los reactiva; bihmc 'males , 3 tipos de 
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productos son loa importantes , los cuales nos dan información acer- 

ca de la esta y función de la proteína , estos productos son: 

1. -- Proteína con enlace cruzado intramolecular . - La determinación 

de este tipo de enlace da información específica acerca de distancias 

interreakluales de proteínas, situándolas en su estrctura terciaria., 

ademas mide el efecto de los enlaces covalentes en su estabilidad. 

2.- Proteína con enlace cruzado irte rmolecular ( bomopoltmeros ). 

Este enlace proporciona un modelo excelente de Interacción proteína 

- proteína ( subiatidades ) y da estabilidad a las proteínas activa:Go:e 

peso molecular alto. 

3. - Complejos proteicos con enlaces cruzados intermoleculares. 

Compuesto de proteínas diferentes ( beteropolimeros ) o de proteínas 

mis otra m'aculas. Nos Worm acerca de las interacciones pra-

tefsa-pratefaa, qu'pio interacción oxigeno-anticuerpo. 

Selección del Reactivo y Condiciones de reacción. - 

La adeccitaz del reactivo adecuado pude ser determinada prinrsa -

azote por el producto especifico deseado . La selección eatí limitada 

por d rasgo de estabilidad de la proteína y del reactivo en cuestión. 

Bs importaate diferesciar dos tipos de reactives: los bomoliszciona--

les,ks cuales desea dos grupos reactivos ideaticas y los beterotdfuo-

dogales, los calles desea grupos reactivas diferentes, ~ce ul-

times permitas que se lleva a cabo una reacción secuencia' controla-

da de coda grupo reactivo ea arao. 
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Un grupo de reactives heterobifuncionales fueron probados ( 86 ). 

dm& lo a dos grupos presentes sea reactives bajo diferentes condi--

cienes, uno de los gr upes es reactivo en la oscuridad y el otro re -- 

acción& a la luz o fotosctivable (loa derivados diazoakjutio y adiad- - 

das san ejemplos de grupas foteactivables) con este tipo de agentes 

la secuewia de la reacción puede ser definida. 

Un problema ~én con los reactives bifuncionales es la baja solubl-

lklid en soluciones amortiguadoras acuosas, por lo tanto cuando se -- 

desean mimes con todos los sitios proteicos se usa mezcla de salven 

tes como acetom-sgua, dimano-agua. Si no es posible la utilización -

de solucione acetosa para la reacción el método más indicado es a- 

diciona' a la embebes proteica usa solución ~estrada del reactivo 

tilluído en un solvente oripinico ( 11Cetelat , alcohol ). 

Ea importante conocer que la velocidad alma de relación se obtiene - 

amado el reactivo es alisdido lestameste ( en forma continua o ces in- 

crementos muslim ). Velocidades bajas de reacción a on obtenidas 

casado al reactivo se la permite precipitarse o cuando es añadido como 

sólido. 

Los principales perímetros a considerar en la elección de las con-

diciones de reacción son; concentración protéi ca , cociente de con-

centraciós proteCaa-reactivo , 01 y fuerza cónica. 

En la figura a 11 se ilmtran las condiciones de la reacción que fa-

vorecen a me difeIestes prockiczos. X ~mi ~Irme de 

1 
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u, 

!tea # 11. 4911~011111~111 las weilea ser ~ir es la.—
selesida del reastive. Igi esidlibru assion-dfases, r 
oda le ase ~dm% a az ~se latreasiseilar de la gro- 

aluie, • • 	 c 83). 



equilibrio monómero-dímero sien do considerado el caso más =In 

Una alta posibilidad de unión de dos proteínas podría localizarse en 

la parte superior ( figura It 11-a ), una menor posibilidad de unión 

en la parte inferior Si. se desea un enlace intramolecular de una -

proteína simple, la coodicion de la reacción que favorece la forma 

monoméri,ca es la baja concentración proteica ( figura * 1l-b). Si se 

~ea un enlace intermolecular ( figura * ll-c) entre mooómeros ea 

necesario que las condiciones de la reacida sean seleccionadas para 

estabilizar un sis tema de asociación arre ellos. 

Obviamente eximen makiples variables que afectan la interawk5n re-

activo-proteína y del reactivo. 

Caracterización de los Productos.- 

La caracterizacibn de los productos requiere el mismo procedimien-

to que la caracterización de las proteínas modificadas con =activos 

mooduacionales. El ezceso de reactivo es eliminado por 

mecida es gel o cromatograffa; la mezcla reaccionante es fracciona-

da ea sus componentes en bese al ~dio ( filtracilin o sedimenta 

eiáa ) o ea base ama propiedades Jónica. .o de solubilidad ( inter-

cambio de loses ,electrobresis o sistemas de partición ) y cada de-

rivado proteico ser[ caracterizado por ~matos ~os, fisi-

ros y ~coi. 

Eritrea sis embarip dos preguntas ~losadas con la reacción pro-

telas - reactivo ~load ; 1.- L  Ambos grupos funcionales de ca- 
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- da molectda de reactivo reacciona con la proteína ( reacción -

mono o bifuncional ) ? ; 2.- L  Dónde se forma el enlace, intra o 

intermolecularmente ?. Para el enfoque de la primera pregunta - 

es ney..s. ,trle degradar, alelar y cuantificar individualmente los -

residuos protékos, si esto no es posible se determinará la can-

tidad de reactivo incorporacb a la proteína y el número de ami-

noacidos jeaccionantes por mol de reactivo incorporado para es-

te dkinto el método más correcto consiste en utli zar un reactivo 

radioactivo, determinando el total de radioactividad ea el deriva-

do protárco . Los métodos basados ea absorción ukravioleta o de 

fluorescencia tienen dos liznitackmea ; la primera, si el reactivo-

reacciona con más de un residuo en la proteína, cada derivado -

puede tener diferentes características espectrales; la segunda, los 

electos microambiestales ea la preteras forman derivados ideal' 

cos que deben tener diferente absortIvidad molecular y producir - 

midas de garitos ea difereatea proteínas . En muchos casos el 

reactivo puede reaccionar con el solvente y el aolventelgaoco " 

habrá de ser laclaido en experimentos paraltios. Una vez ckter--

~ido ei ~ro de moles de reactivo incorporado por mol de --

~Cm, el paso a seguir ea cusatificar el número de moles de 

amianachdos reacdonantes . El análisis 4:waritativo del aminoscido 

despeada de una bidrlisia completa puede ser efectuado coa una --

precialáa de +.— 2% .Esto es atíldate si la reacción involucra 
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20 % o más del total de cualqui er aminoácido «Cuando los derivados 

son separados rapidameute otro método se usacomo la preparación 

=imitativa de derivados estables con residuos no reactives entre la 

~loción del número de residuos reaccionantes con el reactivo bi -

funcional del número liberado por. hidrotisis .S1 el cociente es 2 

le concluye que el reactivo reacciona bifuncionahnente y que cada 

molectda ha formado unpuente covalente .Con un cociente de 1. el 

reactivo tiene solo una vía monofuncional y el tiegimdo grupo rumio-

al no reacciona o lo hace con el solvente dando pro dueto estable 

matitutdo monobiacionalmente. Cociente que fluctuan entre 1 y2 o - 

vis:neme significan una mezcla de derivados coa puentes y sin ellos 

Solite la aspada pregunta : Si «meros o polímeros bao sido forma 

dos per enlaces intermoleculares.- Ellbs pueden ser detectados por 

cualquiera de los métodos convencionales. tales como medición hl - 

órodinamica filtracida coa gel etc. . 7..a dificultad principal encon-

trada para distinguir puentes itera o istermoleculares es causada -

por falsas positivas , en muchos casos . cambios quiMiCee minamos 

de me paxelha causan a~itie del producto siendo importante --

distinguir catre mida m covalente y covalente . en el caso de que 

la ~Dm reaccione coa el reactivo bifancional .La solución más 

lógica de este problema incluye el uso de solventes o agentes capa-

ces de romper fuerzas no ~entes, corno las sales de guanidina 

, ares ,detwgie tes. cionsno y valores estremos de pH . Con ello - 
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seria posible establecer inequívocamente si se forman puentes in- 

termolecuLarea. 

Degradack5a de Identificación de enlaces péixidicos. - 

La determinad& de enlaces covalentes dentro de la proteína esta 

basada en las técnicas para la localización de uniones &sulfuro , 

cualquier método para separar una unen peptfdica puede ser usa-

do para realiza taxa digestion parcial del derivado protéico; la &-

gemida coa animas seleccionadas tipo tripoli», quimiotrispina y -

pepsina Mi ~cm muy usadas. A pesar de aislar el aalaze pep-

cíclico, b cual es facilitado por marcad& de cualquier caracterís-

tica ea el reac tuvo (radioactividad, cabr) el problema de identifi-

cad& de malones papi:facas permacen« , por b que esta fue es - 

simplificada si se logra romper o remover el puente sintEtko y - 

alhajar coa cada uno de los ~idos separados ladividaalmente. 

assifIcacióa de los reactivo,. 

1. -1dialeinidas Sifmacioaales. 

Los derivados N-sustituidos de las maleimidas son conocidos como 

ageates específicos para los papos SH (44), son be resalvo« pa-

ra ~ateas más mrpecfficos, reaccionan bajo molltiples medido-

ame y cos um mínimo de error. La absorción ukravioleta asociada 

ocia la mecida de los derivados de las maleimidu coa grupos SH 

nos dan ua modo para el seguimiento exacto de la reacción. Los 

derivados N-suptituídos de las bismaieimidas proveen mayor espe-

cificidad y sola resabes fáciles de utilizar. 
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Muchos son los derivados que han sido sintetizados y estudiados - 

MIN. ORM como bifuncionales y DTNP, DOPM COMO mosoftin-

cionales, todos son insolubles en agua y son generalmente adicio-

nados cornoisólidos Los N-aril y N-etilmaleimicias (NEM) han si-

do preparados y son utilizados como resc tivos nmooftmcionales -

análogos. 

Los productos de la reacción con proteínas no siempre son macee.  

tibies de ser separados en sus conqxmeates, sobre todo aquellos -

con ~u din imido. 

2. -Akpiii Muros Ilifuncionales. 

Sea reactivas que reaccionan primariamente con grupos SH, sulfu-

ras, imidazoles y omisos de las proternas. A un pH neutro o lige-

ramente alcen" la reacción 030 grupos SH de las protetnas se -

facilita a.nn pH alto (muy alcalino) la reacción con grupas amino -

es mayor. La reacción coa las proteínas pede ser seguida por -

el grado de captación de KOH a us pH fijo (88). 

La esperimentackin con los primeros reactimi descubiertos de es-

te grupo al reaccionar con lisosimas y al determinarle* la aman-

zacida de los enloces demostró: que los ~clac tienen dos tipos 

de derivados ces acción monofuncional (709p y bifuncional (30%). 

(la ejemplo de reactivo monofuncional es la lodoscetamida. Loa -

compuestos descubiertos posteriormente fueron preparados especí-

fica:mem pera ~mar coa el sitio activo de la quiniiotripsins 
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(57), en estos la idea fue introducir un sustrato afín (anillo aromáti-

co) dentro del reactivo y que las dos funciones alquilantes formaran 

puentes peixrdicas estrechamente relacionad:» con el sitio de unión -

del sustrato. 

3. -Aril %duros &funcionales. 

lbs son los prototipos de estos reactivas homobifuncionales (p. p'-di-

Honro m-m' dinitrodifenibsulfuro 1,5 dilluoro-2, 4 dinitrobenza»). 

Estos reactivos tienen las siguientes caras terísticas: son insolubles 

en agua, reaccionan en una fase preferentemente coa grupos ambo, 

fesólicos de la ~Int, eulfitidrelo e imidazoles, requieren un pe -

alto para usa rápida reacción, son ricionados generalmente con una 

solución ~centrada de acetona. Los productos formados son visibles 

ea el espectro ultravioleta, la hidrólisis alcalina de sus derivados li-

bera los ambeacidos ~imantes, teóricamente separables por re-

ducción catalítica (82). 

Baos reactivo. fueron elaboraba para reaccionar con diferentes ti- 

de colág era y protertias solubles. Además el estudio de la es-

tructura tridimensional de la ribonucleass (44) la síntesis de palpe,-

tidos y la formación de uniones covalentes ea pares de prados@ (5), 

como ejemplo de ellos tenemos al F21:181. 

4. ~natos Elfuncionales. 

Hasta el =meso son seis los compuestos de este tipo ( 1. -Xillleno-

disociara» - 2. -Totumo - 2,4- dilsocianato - 3. -Tolnaxi - 2 - Leo-

clamo - 4 - botiocianato - 4. - 3 - mettaidifenilmetano - 4,4 - dii- 
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a:cianato - 5. -2,2' -Dicarboxi - 4,4 - Azofenildiisocianato - 6. -1-1exa-

metilendlisocianato) que reaccionan con aminoacidos y proteínas (56). 

Los incidamos en general reaccionan con ambulo formando ureas sus-

tituidas con alcoholes para formar uretanos, a un p1-1 neutro o alcalino 

la mayor reacción es con los grupos ambo. Los derWacbs resultantes 

pueden ser separados por hidrólisis ácida ( HCL 6/4, 105 `C, 20 ha). 

Sólo uno de los seis compuestos es soluble en agua, los grupos &Mí-

ticos de los isocianatos son Mea» reactivos que los aromáticos. Los 

di-isociaastos proveen una gran variedad de uniones. Los primeros --

cuatro reactivos utilizados han sido para Gormar uniones oovalentes - 

catre dos difereates ~aculas de pretera" bs dos ~antes para el 

estadio da la mioglobina (17), quirniocripsina y ~asa (56). 

5. -Reactivas Alquilantes afancionales. 

Bate grupo de reactivos incluye una amplia variedad de compuestos de 

~a dimensiones y reactividad, también tiene análogos momean-

domaba. Cualquier coactivo &Mítico o aromático derivacb del ácido - 

ó ácido dinulffinico puede reaccionar cono alquilaste bi-

fmcinpal„ formando en laces covaleates con la provea». Dos grupos - 

de campeamos se han estudiada: 1. 411trofenil eta er del ácido dicarbo-

sálico.- Se resctividad especifica no es muy aka, los grupos ambo --

alfa y qu'iba del rescdvo Pm be más accesibles. Para hacer resccio 

ma• casas reacthos coa la proteína se necesitan condiciones ea fruto" 
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(exceso de reactivo) 2. -Sulfonil cloruros aromáticos. Estos reactivos 

son insolubles ea agua e hidrolizan rápidamente a sulfonil cloruros - 

(24), reaccionan con grupos amino, resukancio un enlace sulfonamida 

estable. Los reactivas alquilantes beterobiftmcionales son de los más 

usados actualmente para el estudio de reacciones con rnetionil-RNAT 

sincerase. 

6. -Imidoesteres Bifuncionales. 

Los reactivo. imIdoester mono y btfixecionales con fácilmente sintetiza-

dos a partir de nitrito. análogos (70), son solubles ea agua, reaccionan 

coa alta especificidad sobre grupos amino primarios de las pro:ternas con 

las que forman amidbas, reaccionan con residuos de lisias sin ocasionar 

cambios Importunes ea la proteilee. Algunos reactivo. se usan para de-

terminar distancias interresicloales ea ~anclases (23), otros se usan 

para ei:piorar el arreglo arquitectónioo de lae llpopratefnas de la mem-

ber" del eritrocito y actuabneate, para el estudio de la ~tura de -

las subnaidades de ~Ras oligaméricas (13). Un *tapio de este - --

grupo sea MIS y 171P (biuncianales). 

7. -1:11aide~ Aliflkicos. 

Algoos reactivas fueron hechos reaccionar con (4A para el estudio del 

meceniamo del daba por radiación, demostrándose la formación de Ma-

ces coa 111 (7). Los reactivo. posma baja especificidad para algunos gru-

pos lbacianales es la prot:efua, sin e:mbar.), grupos ambo y SF1 son pi-

tos primarios de reaccida. La reacción con grupos amino di ~vados - 
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estables; al reaccionar con proteínas solubles produce la formación de 

un enlace intermolecular. 

8. -Miacellineos. 

Múltiples reactivas lifuncionales o polifuncionales que no correncia-

den a la clasificación anterior son incluidos aquí al demostrarse que -

causan enlaces con proteínas. Algunos de ellos parecen actuar como -

agentes ~desmates, facilitando la brmachen de uniones 'mida entre 

el pop) ambo de labia y el grupo carionil del ácido sapártico o ginti 

mico en la proteína (84). Ea otros resalvo* solo un grupo funcional --

esti prenote para formar unión coralina" el segando grupo funcional 

lateractós coa el sitio activo de la proteína; algunos de los reactivos — 

~e ea este grupo ion: el GO y el DIN?. 
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PROPIEDADES DEL CF I AISLADO 

1. - ESTRUCTURA DEL. FACTOR DE ACOPLAMIENTO 

El CF1 es una proteína sokuble en agua, de calor verde claro y alta 

afinidad a unión so covalente can nuclalklos (33). A la microsco - 

pía electreoica se observa como una esfera de 90 a 95 A de diáme-

tro. (19). 

Estudiado por electroforesis el CR ;orificado muestra cerca de tres 

males de carbohidrato. por 100 moles de ami:mecidos, se le detecta 

roa ribosa, galectosa y glucosa como azúcares predominantes (63). 

Harris y Mater reportsu que el CF1 contiene menos de un mal de ADP 

y ATP/mol de CF1 (22), otros estudios refieren una relación mayor, 

basta de 1:1. 

Al Wad que es las mitoccodrias el P1 de clamamos y el Fl bacte-

ria») es lábil y disociable es fria (32). 

El peso moleadar del CF1 fue ~finado usando la técnica de ul - 

treceatrifagacitet (16), se procedió a centrifugar a altas velocidades 

asa ~entra de CF1 de 0.36 mgs/ml, (10,000 a 14,000 rpm) Chteniea 

do em peso molecular de 325,000 coa eta desviad& standar de ± 600,  

dicha cifra fue comparada coa una obtenida a bajas velocidades - -

(4,400 rpm) y usa onecentraciós protéica de 0.6 mgaing, meado el 

peno maiemlar así insalfestatio de 358.000 + 3,100. Cuando se clec 

tuó el mismo pro:edil:electo de ultracestritugación coi HQ-gnaaidina 

5 Id el peso molecular determiamio fue de 62,000. 

El peso ~ir obtenido mediante ese estmlio ea similar al cama-

trade ea el factor de acoplamiento de otras membrame, por ejemplo 
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pera el Fl mitocandrial es de 360,000 (67). 

Como toda gran proteína el CP1 está compuesto de subunidades la es - 

tructura de las mismas fue. determinada por microscopia electrónica 

(33). Con el uso de electroforesis en gel de pollacrilamida-D5S (64) 

se encolar!) que el CF1 contiene 5 cadenas polipeptidlcas identificadas 

como sube:nidada y denominadas d a PI Y) 6, e 

de acuerdo con su peso molecular decreciente, alguna, de sus propie 

dedeo sal expuestas en la tabla $2. El tratamieato con pirldina se - 

gubio de *tirito de amonio en forma fraccionada y técnicas de croma-

u 'infla permiten la separado% de las subunklades del CF1 en forma 

deemantralizada, obteedeadose el mismo número de ~dudes - - 

(50451). 

Otro método usado por Moder es la separado% de las subnaidades, 

disociando la encima coi clodeasulfato de sodio (:6S) impido de usa 

cromatografia coa bidroailapatita eb biogel P 300 (6). 

Los ~os desea diferente composición de ami:mecidos y pro-

piedades aatigéealcas diferenciadas claramente mas de otras (6). 

Farra' (16) mediante el análisis del CFI tonificado eacoar6 que ésta 

~km está ccinpueata de les siguientes aminoackkos: lisia., bistkli 

sa, «gbha, ácido aspirdco, treoaina, serlaa, ácido gtutámico, pro 

llaa. Ocias, ababa, medraba, Ladeada., leuda', tifoidea y leal-

%haba. La determinación de amiaoscidos de las sal:~ fue tam 

bita dectaado par lielsca (50), cuantificando el coateakko de kilo - 

cistaico por la ~Me dd ácido ~mico de las submidadea. liba 

der (6) por ~ación del ácido disthico y titulado% con 2, 2 dkio - 
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Tabla 1 	Propiedades de las ~maldades del CP1(33). 
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piridina. Estos dos estudios dieron resultados similares excepto para 

algunos sminoacidos como son merionina, ti ros bu y cisterna. 

Aunque existe el acuerdo general de que CF1 con función de ATP-asa 

condene cinco sukanklades, la estequicenetrfa de las mismas es contro 

verdda (67). befddpiles han sido los métodos utilizados para obtenerla, 

siendo tres los más importantes: 

1. - Baird y Hammes (4), tosiendo como ~cedente el peso molecular 

referido por Weber y ~ora (78) ordenaron las ~maldades, de acuer-

do a su movilidad en gel de poliacrilamida-DSS contra el logaritmo del 

peso molecular en una curva patrón. determinando los valores del peso 

~lar de las mismas como sigue: para alfa de 59,000, beta 54,000, 

gamma 39,000, ddta 20,000 y apilan 13,500. 

Los mismos ~res ~izaron pruebas, entre el CFI solubilizado y 

reactivo. bita:dogales (FpIB. 13115, Dl?, 11202  y CuP) no emplearon 

reactivas específicos para grupos ~entes en los aminoacidos, encoa 

triado lo sigtd~: 

a) El F2IIS es capaz de formar puentes de 3 1 ~e grupos ambo y 

grupas leudes de la timaba. 

b) MIS y IYIP forman puentes de 11 ;á entre grupos amigo. 

c) 112(12  y CuP facetas la asidacián de grupo: Sil, formando pilaste* 

~Mur& 

El CF1 tue aislado y precipitado con sulfato de amasó, activación con 

calar y reacc~a de estrecruzamiesto coi los ros:dans ~toldes 
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mencionados. Los resultados de las reacciones fueron determinados 

mediante eleetruittA 	en fa en gel de pollacrilamida-E6S y ttncián con - 

azul de comassie, y posteriormente graneados como se muestra en 

la figura 1 12-a. Se encontraron compuestos proteicos llamados - -

"agregados" los cuales estar formados al menos por dos subunkiades, 

se les determbaron pesos moleculares encontrando valores más al -

tos en cada caso y con cada reactivo (figura *12 de la b a la f ). Para 

conocer las aula:~ que forman estos "agregados" Baird y Hammen 

(4) realizaren una electrotoresis vertical y una horizontal con doiectl-

:milito de sodio (INS). logrando separar los puentes formados entre la 

sumidad y el reactivo, aclarando de ésta forma a que *t'Unidad per-

tenece cada "agregado" (Figura it 13). 

Los resultados obtenidos se agruparon en das tablas toa donde se ano-

tea todas las submidades, "agregados" y su constitución (tabla 1 3) y 

otra ~de se cxaccan sutanidades y "agregados" en orden de peso mo-

'acular coa talas sus combinecknes posibles (columna a de la tabla 14), 

descansado los "agregados" que no se encontraron con los reactivas 

(cohmins b de la tabla 14). 

Caa los datos anteriores la estequiometria encontrada por los autores 

fue: 21t , 2 , 111 ,1‘ y 2 el (figura *14). Proponiendo in =cielo en el 

mil se coiricsa las submidadm de acuerdo a las resultados básicos ea 

costratios. las submaideries alfa y beta son las más pesadas y se en - 

cuma= es contacto con gamma, data y epsElon, corno lo demuestran 

las reacciones de entrecruzamiento, delta está alejada de gamma y 
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epsilon por no encontrarse relación entre ellas y los reactivos, (no se 

ea:~ enlace guillen epacta) lo que indica que estan separadas, pe 

ro muy cerca de gamma por au reacción con ella. 

2. - Nelson (50) utilizando la radioactividad relativa de las subunidades 

del CFi y después de electroforesis en gel de CES concluye una ante- 

quimetria de 2.1« , 2.0 P , 0.79 	0.93 4 y 1.2 . 

3. - Baader (6) cuantificó la cantidad de colorante azul de coniassie que 

se me a una cantidad conocida de ~abades purificadas del CFI, des 

pis de separarlas por electr3foresis en gel de paliacrilamida-DSS, 

calculó la estequkimetria en relación coa la subunklad gamma y propo 

se que dese 1.0 submaidadimal eaccatrando 2.1 para« , 2.1 ,13 , 

0.4 = y 1.5 e . 

El coas alelo de grupos SH ea el CF1 y la dispusiera de sus submida - 

des ostia de acuerdo can loa estequicanetría 2, 2, 1, 1, 2, (33). 

Farras y Radter (15) al realizar la activiación del CFi con calor y o-

tras reactives, cuasi:Mema el abarro de grupos Sil ~es en la 

mak" tomando como astecedestes los siguJeates: 

a) aren Mick:sem ea coacesención 8 II ea dodecilsulfato de 

scdb al 101 permite que las submidades se separen y maal 

flamees sus grupos SIL 

b) El ditiotrekol (171T) al reaccknar con el CFi (rompe) re-

duce las puentes disulfuro. 

c) La kdoacetamida reacciona especificamente coa los grupos 

511. 
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Los autores emplearon una concentración de 3.7 mg de proteína/ml de 

edución amortiguadora, incubaron con calor, urea y DTT, precipita - 

ron con sulfato de amado y resuspendieron y pasaron por cromatogra- 

Hal  Al duldo obtenido le determinaron el número de grupos SH exis - 

tentes mediante dos experimentos; en el primero titularon los grupos 

SH con dkio-nitrobenzosto. En el segado identificaron las grupos SH 

por su unión con el reactivo monoespecffico marcado (iodoscetamida-C14)- 

Los rematados se muestran en la tabla 1 5. En el primer experimen 

tac a). Denote la activación con urea se ideatificaron 8 grupos SH, b) 

al spricar ademas DlT se ¡Mitificación 12 grupos SH. En el segundo 

experimento; a) Al CF1 ala acttviscIM se le identificaron 2 grupos SH, 

b) al activar coa calar se detectaron 4 grupos, c) con calor y urea se 

escoltrarcia 8 grupos, d) y con calor. urea y D1T se identificaron de 

12 a 13 grupos SH/CF1. 

Hitler (6) en el mismo experimento para la determinación de ambo - 

~os encostró 13 grupos SH/mol de CFL 

bacCarty (33) MIMO reactivas mooduacioaales radioactivos (NEM-C14) 

esmeró 8 grupos SH ea las sainisidades alía y beta, 3 en gamma y 1 

ea tisúes. Estos ultimo resultados son los mili aceptados acnialmen 

te. 

Coscluyeado, cuando se determine el peso molecular de las submidades 

y se suman utilizando la estequiometrfa 2, 2, 1, 1, 2, se encuentra só- 

Mi mit diferencia de 3% comparada con el peso molecular mal del ClF 

(33). 

Los Dra. Cm:ley y Hammes trabajaron en la clasificación de los sitias 
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011 
Hasotívo adicto 	mi 	"moles de 
nado durante le Proteína D.O. CPM 4/330"gr 
incubaoldá. 	"gr. 	de proteína 

Isperimento 1 8 ig de Tire& 

(eta tratamdanto)all de urea • 

0.051 de Dr? 

liperimato 2 

Laittrets-- 
ta 

aa bora 

=Ir 

Cae barca 

320 0.108 -- 8.15 

300 0.151 — 12.2 

385 452 2.02 — 

350 ----- 425 1.95 

14 Tratada eta 
salar. 
-610, 3 'de. 

-63'0, 3 ala. 

-63.C, 3 ida. 

121 

SI de urea + 
0.01 a• IA,c14  
CE de una + 
0.051 4. De* 
0.01 a. ii,o14 

166 	340 3.5 

216 — 1104 8.9 

197 ~NOM 1440 12.7 • 
13.2. 

Tabla # 5 r Datermdmesida del ~tenido de grupos SE mediante - 

dee eeperialeatoso  variando el reactivo utilizado durante la im.- 

eabasidia. Ale el primer experimento usaron la densidad optima (D. 

0.) y ea el seguida ~ates par adllán (0P1) para datare:1~r los 

reguaides 	IA.03/4. lodoeostamida, »22. DítiotrAitol. 
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de unión para nucleatidos en el CFI de cloroplastos (10), midieron la 

distancia del sitio de unión de nucleóridos a la del sitio de talón del 

reactivo, para lo cual emplearon la técnica de la transferencia de -

energía fluorescente. Se tomaron en cuenta los siguientes anteceden 

tes: 

a) De acuerdo con Nelson (73), sometieron a la enzima a una diges-

tión con tripsina, las aubunldiodes que soportaron estas condiciones 

de digestión fueron alfa y beta, ambas presentaron una alta capaci -

dad de actividad de ATPasa. 

b) La actividad de AlPasa en el CF1 puede ser inbkliba por la re -

acción can el )18S-C1 que bloquea grupos timaba en la sublimidad 

beta <14). 

c) CaatIery y Hammen (9) habían engerido un sitio activo localizado en 

la cabalidad beta pan la hidrólisis de ATP en el CF1 activklado por 

calor. 

d) El CF1 solabllizado contiene dos skios de unión catalkicas coma-

dende,' como los reguladores alostéricos cordormackaales para la 

AlPasa activada. 

Ea el trabajo de medición de ~as por transferencia de energía 

flaoreaceste, se emplearon aucleóriclos fluorescmites análogos tales 

como e -ADP y el t -AMP-PNP (figura e 15) usados como donadores 

y NED-Tinsias y grupos 'mino como aceptores. 

De amado ala teoría de traasferencia de energía desarrollada par 
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Perster en 1959-1965 (18), en relación a la distancia del par donador 

aceptar, se concluyeron tres paltos: 

1. - El donador y el aceptar' deben unirse especificamente en los si - 

dos de unión. 

2. - La perdida de la fluorescencia en el donador debe ser debida a la 

energía transferida al aceptar y no a algCm otro cambio del donador 

1ml:bebo por su acción con el *captor. 

3. - Sugieren m modelo para calcular la distancia entre los sitios de 

adóa en caso de existir múltiples sitios para dcesdores y aceptores. 

Ea k figura 11 16 se propone mi modelo para los sitios de unión a nu-

aldabas en el CF1. En las subumidades beta sólo se encontró un si 

do de adra para la rascaba con HOD-C1 aleado los grupos &mina 

los que re meciesen:e coa él, ésta unión se encamara colocada cerca 

del sitio activo de dicha subunidad. El sitio de alta afinidad para la 

Mes a imclefiddos esta colocado taitativamente en la ~ad al -

Ca a 40 A del sitio N1D-tir de la sublimidad beta (11). 

Estudios mis recientes de Candey y ~roes (11) reportan como lo 

calizaron sitios de unión a reactivas roonafizackmales específicos y 

la medición de dios a partir de los grupos SH-cistetaa de la .i-

dad gamma. Utilizaron el CF1 aislado active» can calor y tres pares 

de juegos donador-aceptor, como se muestra ea la tabla * 6. pri 

merameene inhibieran los grupos Sil-ciad:la (normedmente prima-

tes ea el CF1) mediante utilización de una reactivo manaba:abad como 

es el NEM (I13) pués conocían su acción selectiva sobre estos grupos 

(35). Luego activaras el CF1 con calor y adicionaron reactivas momo 
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funcionales análogos al NEM como son NBPM y DDPM los cuales se u-

nieron a otros grupos SH resultantes de la activación con el calor y 

localizados en la subunkiad gamma me dkatak: ulectruforesis coa gel de 

poliacrilamida-DSS. Aplicando el método de energía fluorescente mi-

dieron las distancias de los grupos SH en la subunidad gamma a los-

sitas de unis% de quercetina .NBD-tirosina y sitios de alta afinidad a 

macleótidos 	-ADP ) (11). 

Concluyeron que existen dos sitias de unión en la subunklad beta pa-

ra NBD•tirosina . dos en la subunidad alfa para la quercetina y dos 

para nucleátidos (f,- ADP). Las distancias encontradas fueron 30 A 

de NBPM a quercetina. 34-41 R de NBPM a NBD -tiroains y 40 R o -

más de NBPM a nuclehtidos ( & -ADP ) ( figura * 17). 

Los datos ottenidos por reacciones de entrecruzamiento al corabi -

con los resultados de estudios sobre las distancias intersubunidades 

mdiante la técnica de transferencia de energía fluoresente orien-

tan a la elaboración de tal modelo de CF1 ( 4) ( figura * 14). 

Esnadios recientes continúan la iztvestigackin de la estequiornetria 

mediante técnicas más sofisticadas como son la microktog rifa - 

electránica y el análisis de difracción de rayos X.Eatos estudios -

podrán resolver las controversias acerca de la real estequiometría 

del CFI. 

II.- ACTIVIDAD ENZMATICA Y SITIOS DE UNIC*4 

La preparación del CF1 purificado tiene poca actividad de ATPasa 

dicha actividad puede ser incrementada al tratar la enzima con ca- 
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lar trEpsina y compuestos tioles. 

La prqxtración del purificado del CFi fue realizada por Farras - 

(16) mediante la secuencia sígueme: 

1. - Los cloroplastos se obtuvieron de 3 Kg de hojas por el merado -

de legado« y Avrcn (28) , el contenido de clorofila se ajusto a 3 mg 

2. - Ael extracto se Medio en 16 volumenes de acetona enfriada 

a - 10e y se obtuvo un precipitado. 

3. - El precipitado se extendía en un plato de vidrio y se seco con --

ama corriente de aire fria , despees el residuo .he extrajo con salu- 

cita reguladora( 	50mht a pH de 8, EDTA 2mM y ATP 4m14) 

y agitado durante 20 minutos a temperatura ambiente, centrifugad& 

a 20,000 rptix durante 10 minutos. 

4. - El sobrenadante era el extracto crudo de CFi al cuál se la aikidi6 

12 gr. de Misto de ~maks par cada 100ml de sobrenadaste a Olas sima-

do guardado duraste 24 hs en irgo. 

5. - Se centrifugó y desechó el precipitado, al sobreaadante se le- sea-

dio 13.8 gr de sultato de amago por cada 100ml , ocasionando preci-

Omega de la anima y colectamkda por cearritugacifo. , 

La activación del extracto crudo de cloropiastaa con calor, con% --

puestos tinies y tripla* fue realizada po Parran y Racker (15), cia-

serveatio lacren:cato en la acalvidad de ATPasa determínala por la 

iddrallais de ATP y su consecuente liberación de PL 

1. - Utilizado ala caacentración proteica de 0.5 a 2.0 mp. MI y 

~remes cemperaturas ( figura 418) , encontraron que la maxima 
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~Ml de la ~a ( libersoláa de Pi ) (15). 
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actividad de ATPasa era a 659c, siendo necesaria la presencia de - 

ATP 1-4mM . El ATP fué adiciónado de acuerdo a la temperatura 

de una manera directamente proporcional ya que tiene la función -

de dar estabilidad a la enzima. 

2. - Analizaron el efecto de los compuestos bales (DTT) encostran 

do que con ellos la activación era más patente (fugura *19). Al ex -

tracto crudo del CFl calentado a gfc se de adicidna DTT 5mM . -

observando que la actividad específica de la ATPasa se incremen-

tó , y que por arriba de dicha temperatura la enzima se desnatura-

lizó . Por lo tanto concluyeronque la energía de activada') era ma-

yor en ausencia de DTT ( 35 )(Cal / MOL de enzima) que en pare --

senda de él ( 17 KCal / mol de enzima ). 

3. - Ea éste experimento los autores utilizaron la acti vadee del - 

CF1 mudo coa tripsioa ea proporción de 41 respectivamente. en= 

tratado que la actividad de ATPasa incremem6 notoriamente (100%) 

al compararla con el incremento ocasionado por el tratamiento -

coa lodoacetaraida más calor (40 - 50 % ). 

Ea ausencia de alzas concentrackces de d'urbe:11mo y bicarbonato 
1+ 

la ATP" activada dependiente de Ca ea hillibida por el I (75). 

Ua análisis más detallado de los requerimiemos caribalcom re,ela--

ron que las bajas coacentraciones de cationes avale: tea sumeutabsa 

la actividad de ATPasa del CF1 tratado coa calor ea el orden alguien 5  1+ 
te : ida ) Mg> Ca C.o . Concentraciones altas de ATP libre 
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o de cationes inhiben la actividad de ATPasa, el complejo ATP catión es 

el austral» real de la reacción. Los valores K1 para el catión 	fue- 

ron de 4 20 y 7000 AM para 	respectivamente. El 	soporta 

mayor actividad de ATPasa por ser un inhibidor pobre. La inhibición -

de la actividad de ATPasa por el Mgi-f- está parcialmente disminuida en -

presencia de dicarboxilaros y bicarbonatos, pues se observó aceleración 

de la actividad de ATPasa cuando estos reactivos estuvieron presentes --

(54)- 

Los valores de Km para el ATP a 379t y pH de 8 en presencia de exceso 

de Caf+ variaron en un intervalo de 0.8 a 1.3 mM. Hocbman y colab (27) 

encontraron una Km para el complejo ATP-Ca++ de 2.5 mM. los valores 

de Vmax variaron con las diferentes condiciones de activación y de nasa= 

yo en el intervalo de 35 a 45,tyno1 de Pi normado /min/mg de CF1 a 37.C. 

El ATP es el sustrato especifico de la ATPasa, aunque el GTP es hidroli-

zado a buena velocidad (75). El ADP es un inbibicbr t'asedo° de L - --

Atrasa dependiste de Caí+ del CF1 (54). 

Despies de la ac tivaclón, el CF1 no catabas el intercambio ADP-ATP -

(75), sin embargo, puede llegar a canalizarlo si se adiciona más ACP (49) 

pera formar ATP y mi A} correspondiente, este proceso de transktsb-

Mecida se lleva a cabo muy lentamente. Cantley y ~mes (9) re pone-

n:in una velocidad de forrase:kW de AMP para el CF1 de 15 pmoles /min./ 

mg de CF1. 

Las peopiedsdes de los sitios de mida a ~tidos en el CF1 boa recibi- 
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do.una considerable atención, siendo estudiados por tria variedad de méto-

dos diferentes (Tabla *7). Aunque ayunos autores no coinciden en los - -

mismos aspectos es claro que el factor de acoplamiento (CFI) en tilacoi-

des de espinacas es similar al de otras membranas (67) pues contienen va-

rios sitios de unión a nucleóticbs ( 9 , 73 ). 

Aproximadamente 2 moles de Al? unidos a un mol de CF1 fueron encontra-

dos ea los primeros experimentos. Después de la incubación del CF1 con 

ADP-(C14) por dos horas y pasando la mezcla a través de una columna de 

Sefaciesc. Moudrianakis y Tiefert (49) detectaron de 1.5 a 2 motea de Dudad 

tido (C14) unido al CF1, con una constante de disociación de 2 a 35AM. 

Usando una técnica de diálisis forzada Cantley y Hammes (9) encontraron -

que el CF1 contiene des sitios Idénticos para la unión coa ADP, adenilimi-

cbdibstam (AMP-PNP) y 1, N6-etano-ADP (¿-ADP), con una constante de 

disociación de 1.35 a 1.8 AM. Otros sitios de unión a el adenilimicbdilos-

fato fueron ~esti» por la activación con calor de la ATPasa por lo que --

concluyesen que éste reactivo es un inbibicbr competitivo de dicha enzima. 

En presencia de MgC12 - 5 mM ,VanderMeulen y Govtridiee (76) detecta-

ran dos sitios de unk5a para 1, N6-eten0=ADP con una constante de camela-

d% de 0.5 a 2AM. 

Girault y Galmkhe (21) también encontraron dos sitios para el -ADP, -

cos una constante de disociación de 1.25 a 2. 5044. Los resaltaba ~ni-

cho por Caatley y Hammes acerca de los sitios de alta afinidad parecen - -

ser equivales tes a los sitios encoauwbs por el grupo de Moudrianakis 
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catecee 	Owadiciaase 	»tedie 	Odiase* Maar* de Cemeteate 
eitios/C21 diemelacidl 

ley. demIrle 10 AM Ira -204 (pa) Piltraeida eq 	ihrt 	2 	2, 35 
adata 1971 1 asta]. die COI (2112 Al.  remecida 

activad*); 2 te de - de ameleftides 
teseleel4a. 	as walkie. 

riatart -- Cr a1 watealar 	Cae* *1 eaterier Art 	2 	2.4.211 
1177 	 ~Ir a 	54.35 

121 1.25 7.3.21 
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limes 1915 2d211"0.1114.42.3 ( 	 altice), 

3-10~ 4e 441. yi era) 	 mesa de 
eads elrevis le dee es 	 340 - 
loar de estalaa 	 utile). 
25 yema vaaaver a 1 f 	14414104 2 	3.4 
dides talereamblablea. 	 g-al. 

11~1*. eal ae get 4. ~sida zeipe. 	 "mi 2.5 	1, 
deka 1571 ~arde trigal" 20- ( diallaLe ) 	4-12! a., 	a, 

r volat 	11.4); «Pi 
beepeeale ea eaeseame- 
4141,) 0.1,4 

Tawlealleatem i de talega% 3 da 24~d 	 0.5,2.0 
GeriaLjee —1w2  (ii 2);  CM (la— (1. 	ida 
1M7 	1.1:4) 	a2/12. icflaa~t 

eta le II -dar) 

Tabla # 	Diversos Métodos pera el estado de las propie-
dades de lee sitios de seisis a evicladtidoe es el CP1 perales 
do (33). 
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aunque con resultados diferentes, esta discrepancia puede ser explicada -

por las variaciones en las condiciones de ensayo y métodos empleados. 

Tiefert y colab.(73) señalaron que algunas conversiones de ADP a ATP y 

AMP son llevadas a cabo y que la unión al ADP no debería ser tratada co-

mo un proceso en equilibrio. Sin embargo, esta objeción puede no ser --

aplicada a la unión AMP-PNP preconizada por Cantley y Hammes (9), - -

ellos encontraron que los sitios de unión a ADP y AMP-FNP eran muy si-

milares.. 

Ginak y Galmiche mencionan que los sitios de unión a nuclafaidos en el 

CF1 detectados por filtración con gel son menores que los encontrados -

por diálisis, ésto puede deberse a que algunos ADP ten perdidos durante 

el ~eso de filtración. La presencia de nucledaidos ~loa en el CF1 — 

complica la medición de sitios de unión por que algunos de los sitios pue 

den estar de hecho intercambiados. 

Recientemeatese ~mi» que la velocidad de unión del brinicin 

fato (tan atontan fluorescente del ATP) al CF1 preparado solo coa castro 

~unidades, se incrementa ~renta veces o más por la activación de la 

Anima-Cae+ ea presencia de ditiotreitol. Este incremento en la veloci-

dad de unión con respecto a la actividad de la ATPasa es incierto. Sin em 

„it 	....awLetddjg =mere  
pan explicar las funcione* fisiológicas de los sitios mákipien. 

Es riesgoso extrapolar los resultados de interacción de nucleatidos con - 

el CF1 aislado y el que esti unido a la membrana, pues las propiedades 
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de la enzima aislada probablemente son muy diferentes a cuando está uni- 

da, por ejemplo, se han obtenido mayores velocidades de hidrólisis de - 

ATP con la enzima unida a La membrana en presencia de altas concentra-

ciones de PAge-f-, que en presencia de Cai-i-. La sensibilidad de la activi- 

dad de la AlPasa para adenilimidodilosfato es mucho menor con el CF1 

aislado. 

El CFI alelado también une ~o- en cerca de cinco sitios y están carac-

terizados por una constante de disociación de 9 a 53 uM. La alta afini-

dad de estos sitios para con el Mfrt-i-, los cuales aPareatemate unes - - 

Mg++ y C.se+ rápidamente, está probablemente involucrada en la inhibi-

ción de la actividad de ATPaaa por los cationes libres. 
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PROPIEDADES DEL CF1 UNIDO A LA 

MEMBRANA. 

El CF1 es sólo una parte del aparato enzimático el cuál -

acopla el flujo de protones del interior del tilacoide hacia el ex-

terior, para la síntesis del Al?. En vista de sus capacidades pa 

ra unir aucleotidos e hkIrolizar ATP es muy probable que el ---

CF1 sea la enzima respcazable de la síntesis del ATP. Además 

del CF1 otros factores hidrofobia» son requeridos para estabili-

zar la adán del mismo a la membrana del tilacode así como pa 

ra permitir el flujo de 11+  a través de la membrana. Al CF1 - 

junto con esos factores membrana/es se le denomina complejo -

ATPasa, los componentes hidrofobia» son llamadas Fo, as[ --

que al conjunto de le ha denumbido CF1-Fb (figura #20). La -

letra "o" fue tornada de la oligomicba ya que ésta fue °debed--

room aislada como un factor, el cual confiere sensibilidad a la 

actividad de la ATPasa con el CF1 aislado. 

1.- EL M'OLMO ATPasa Y SUS ACTIVIDADES. 

La forma activa del complejo ATPasa ha sido aislada de una va—

riedad de membranas accfladas bcluyendo las de los cloroplaa—

tos. Carmen y Racher (8) usaron el tratamiento con coleto en -

presencia de su/fato de amado para solubilizar proteína* de la - 

memiwaaa tila:aldea, el ~acto de cobeo ~tiene poca clorofi-

la y citecromos, pero es rico en actividad de ATPasa y lípidos, 
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aunque tiene menor actividad de Intercambio ATP-P132  cuando el 

colato es extraído por diálisis. 

Winget y coldo‘80) obtuvieron un complejo purificado y demostra-

ron que las vesículas que contiene el complejo catalizan la sínte-

sis de ATP mediado por un gradiente electrcquímico de profanes, 

esta preparación está formada por ocho diferentes cadenas de po 

lipóptklos adicionadas a las subunidades del CF1. Más reciente-

mente otros autores modificaron la purificación del complejo in-

cluyendo un octliglucóskio en el medio de extracción con Mato 

y la fue de precipkación can sulfato de amado fue depurada, uti 

lirondo el gradiente de densidad de sacarosa los fosfolípidos fue-

ron ~fugados en presencia de triton X-100, obteniendo dos -

fracciones que catalizaron a velocidades mayores de intercambio 

ATP-P132 , cuando se incorporaran dentro de las vesículas de - 

~fallidos, estas fracciones mostraron todo de tres a cuatro -

cadenas de poliptptidos adicionados a las subusidades. 

Las fu:cianea de los componentes bidrofóbirxis del complejo están 

siendo estudiadas. Se ba demosrxato que al desplazar parcialmest 

te el CF1 de la membrana con EDTA aumenta la ~baldad 

de los protones en forma especifica (38), la permealidad normal 

de los protones pude ser restaurada por reunan: del CF1 a la 

membrana o con diciclobeillcarboingda (SS). El DM) inhibe -

la embridad de ATPasa de todos los factores de acopiamiesto mi-

do, a la membrana y dese poco o ningún efecto en la AlPasa - 
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del CF1 aislado, también inhibe la síntesis de ATP. 

El desplazamiento del CF1 puede exponer un canal para protones 

en la membrana, la reacción de un componente (s) de ésta con - 

DCCD bloquearía el canal. SE un componente del canal de pr3to-

nes estuviera presente en la parte Fo  del complejo, se esperarla 

que Fo  contuviera una proteína reactiva al DCCD, la captación de 

protones dependiente de la luz puede disminuir por esta proteína: 

en efecto, la ~ación de vesículas mediante centrifugación usan 

do el gradiente de densidad del ficol demostró que la captación -

de protones fue menor cuando el DCCD estuvo presente, Asf -

estas proteínas hicirofCbicas que timen un peso molecular de --

8,000 se comportan cano el fueran el protón loa¿foro del cumple 

jo ATPasa, esta proteína también estuvo presente ea la prepara-

ción de ATPasa de Pick y Racker. Uno de las componente bidro 

fóbicos del complejo perteneciente a la inanbrana, funciona como 

canal de protones, las otros canposentes estila involucrados en la 

unión de la ~me a la ~rima. 

Se ha aicoutrado que la iluminación del claroplauto aumenta la -

formación de ATP a partir de ADP y Pl. muy poca o aula activi-

dad de ATPasa se detecta m la oscuridad. Sin embargo, la - 

110711111aCitm del tilacoide en presencia de compuestos suifibiddlo 

AtIMelik importantemente la actividad de ATPasa pero no inhibe la 

totnfosforilacifo (N). Usa vez iniciada la hidrólisis de Al? esta 
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continúa aún en la oscuridad por varios minutos, aunque el meca-

nismo de activación no ha sido dilucidado está probablemente bwo 

lucrado en la energía dependiente de los cambios canformacionales 

del CF1, estos cambios resultarían en la exposición de una unión 

disulfuro por reducción de compuestos sulfihkIrflo, sal como la -

dislocación de una sutunklad inhibitoria. 

El desacqgamiento de la fotctosforilación inhibe la activaciós de 

la ATPass (39) e induce cambios conformacionales, la activación 

pueden ir relacionados con cambios en los sitios de unión a nu-

clefticks y propiedades del CF1 mildo a la membrana. El CF1 

aislado e 'tumbado en presencia de DTT actúa como urna ATPasa 

dependiente de Cal+  (39), la habilidad del CF1 unido para ~o-

lizar el Al? dependiente de Mg++ después de la activación d'ami-

paye en la asairidad, mientras que la actividad de la Alisa de- 

pendiente de Cal+  es estable después de un periodo de oscuridad. 

Le hidrólisis de ATP puede ser restaurada por mi breve periodo 

de iluminaciab esa amenas de compuestos SH. ea estas condicio-

nes el CF1 puede asumir un estado activo o codormaciosal des--

pais che catallzar la hidrólisis de ATP. 

Exima ladicackees de que la ATPass-Mg'+  activada por la luz 

y compuestos SH son toa expresión de la fotoksforilaciós operaa 

do a la inversa. Durante la hidrólisis se encuentra acoplada la 

traaalacsclas istrroa de protones como resultado de la M'alpaca& 

del gradieute protósico (12) 
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Los desacoplantes estimulan la actividad de ATPasa en los tila-

codea previamente activados, altas concentraciones de estos de- 

sacoplantes reducen importantemente el gradiente inhibitorio de 

la ATPasa, ya que el mantenimiento de la forma activada del - 

CF1 requiere energía. La actividad de intercambio de ATP-P132  

se efectúa en forma directamente proporcional a la actividad de 

ATPasa, sin embargo, la Alpaca y el intercambio A1P-P132 ._ 

son sensibles a los inbibidorea de la totofosforilación como son 

el DCCD y el suero anti-al (39). 

II. - CAMBIOS CCPIFORMACIONALES Y SITIC6 DE UNION A NU 

CLEOTIDOS. 

El flujo de electroses de la cadena transportadora del cktoplas-

to se ~entra acoplada para que el transporte de protones =-

ce la membrana tilacoides. En estado estético la velocklal del 

flujo de electrones es igual a la velocidad del flujo de ~caes 

internos (65). La velocidad del flujo de electrones es dem:diem 

te del pH bserno, pH externo y magnitud de a pH. 

U* estadio para averiguar la relación entre cambios ceslartaa-- 

camales y la vdccidad del flujo de electrones (59) reportó: 

El CPI al ser tumbado presenta cambios coaformackoales per 

nauseado la asible de proceses. dichos cambios son sensibles al 

pH del medio, la magnitud de á pH y las bajas cesceutracioaes 

de ATP y ACC. . A Wi pH ácido (7.0 6 mesar) la velocidad del 
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flujo de electrones es baja y el CFI no presenta alteraciones en su 

conformación, mientras a un pH alcalino (8.0 6 mayor) los cam—

bios conforrnacionales se llevan a catea a un valor de A pH de 2. 8-

2.9 con un incremento en la velocidad del flujo de protones. Para 

compensar el incremento en la velocidad del flujo de protones la 

velocidad del flujo de electrones debe aumentar, por ello, el CF1 

debe coasiderarse como trauslocador de protones. 

Puesto que los cambios conformacionales (relacionados coa el flujo 

de electrones) requieren energía es lógico pensar que la fosfarila-

ción esta signada. Se encontró en el mismo estudio que la velo-

cidad de fosforilación fue reducida. a un  II  incido.  lehibleado la 

ginesta de ATP. 

Concluyendo, la relación erre la velocidad del flujo de electrones 

y la inhibición de la fosforilación a la ha, sugiere que el cambio 

caaformaciaaal del factor de acoplamiento controla la velocidad del 

flujo de electrones. 

La prueba definitiva de que cambios conformacioaales suceden ea 

el arl casado el gradiente de protones atraviesa la membrana, 

fue prosigas por un experimento efectuado por Ryrie y jegendorg 

(«I El CF1 abalado ~hado en presencia de 140 contuvo 100 

asolas de H3  por mal de CF1, mientras que en la oscuridad los - 

tilacoldes incubados con 140 so comenten ningCm H3  ea la oscuri- 

dad. Existes grupos es le CP1 litercambiadores de H+que al ser 

O 
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expuestos en un medio iluminado se intercambian con el H3  esos 

grupos retornan a su estado original cuando el CF1 es colocado en 

la oscuridad. El intercambio de H+ se efectúa rapidamente. es  -

sensible a desaccplantes y puede ser extraído el H+  en la oscuri-

dad par la formado% de m gradiente artificial de pH a través de 

la membrana, la presencia de ADP y Pi redujo el intercambio de 

a la mitad. Concluyendo, ADP y Pi pueden alteza' la estruc- 

tura del CF1. 

El efecto de adesin-nucleétidos en el transporte del iós hidrógeno 

fue uo estudio que realizares fAcCarty y Colab. (36), refiriendo -

que 1 a 10 hi de Al? estimulan la captación de H+  (figura * 21) 

ea cioroplastos &mimados y coa valores de pH ea los que la tos 

fea: /ación se puede llevar a cabo. El efecto del pH sobre la es-

timulad& de la captación de ft por Al? se muestra ea la figu-

ra * 22, es la que el máximo de estimulad,» fue a gni pH de 8: 

coa 6.5 de pH ao 'Be observó efecto del Al?. El estímulo de -

la captad& de ♦ fue Inhibido por el suero anti-CF1 y reducido 

por ~dores de la ~mei* de energía como sea el Gori- 

zia y el Db-19 (Inhibidor de la capacita 	) (tabla • 8). 

La datada de Al? denota de la ilurniascióa también assneató - 

par la presencia de ATP. La captad& de ft se iscremest6 coa 

ADP es presencia de arsenato y t, 02 debido ama entirradación 

del flujo de electrones. Resumiendo, el aumento en la captad,» 
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liperl Inhibid«. é Oeptaeide de R. letimulaelde 

mente Deseoulante -412 	sdTP pes 12P (f) 

("ea/mg de clorofila ) 

1 llague 0.090 	.. 	0.239 166 

Plerlsla (111) 0.167 	0.277 66 

210-9 0/14/W3 0.394 	0.291 50 

II Magua* 0.194 	.. 	0.310 60 

itilamina (2•11) 0.079 	.. 	0.122 	 54 

0 	(10,41) 0.122 	.. 	0.187 53 

Teble 	Rectos de lee inhibidoree de transferencia de seer 

ea y dieeseoplantee em la eetimalecién de la eapteeide de e (30. 
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de 11+ y síntesis de ATP altera la conformación del CF1 en el -

sitio de unión a nucleótidos (ADP o ATP). 

El tratamiento de cloroplastos con NEM (1 mM) en presencia 

de la luz 46 como resultado una InhIbición parcial permanente 

de la fosforilacito (figura *23), además inhibió el flujo de elec-

trones no cíclico acoplado a la fodorilacito (37). Esta inhibí-

cilla puede evitarse con el uso de desacoplantes del tipo de cia 

miro de carbonilo, m-clordenilhidrazina y el cloruro de amonio. 

El ADP y el ATP (10-50 M) protegma parcialmeate la lohiblcita 

prcducida por el NEM. Azaque el NE11 no decta la captación -

de lomea H al inhibe la estimularles de la ~iba que ocaso 

as el Al?. Las cambios conformachmalea ~ea por la 1w 

permiten la exposición de grupos SH en una o varias de las sub 

~ea de la enzima y goa willudos para la actividad mima-

d= del CF1, la mecía de dichos grupos coa el NEM explica-

rla la inhibición de la fosfor~ (37. 35). 

Duraste el estadio de la iallueacia de adenia-nuclehtitios en la - 

~ciña de la ~ación r  NEM (43) se 'editó que cUcha 

inhibición parcial no puede ser reataurada totalmente por ama - 

exposición inflaba a la lar (figura *24) o por d aumento es -

la coacentraciói del sustrato de la fosforilaziói (AM) (figura 

*25). A bajas coacentracialea de ADP se logra uaa disminuid& 

de la inhibida', la inhibición coa WIP fui ladependieate de la coa 

cm:tracias de -este anclaóddo (f¡gira 4  26). El ADP y d ATP - 
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Ploma # 26 Premio 69 la ecaceatraolla 9112 ~tire la 

foaforilacida Inhibida oca 11128 (43). 
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(10 a 30 M) evitaron parcialmente el desarrollo de la inhibición 

ocasionada por el NEM, estos ~idos fueron efectivos sólo -

en presencia de Pi o arsenatos ( 1 mM ) (figura e 27). 

Los reactivas bifuncionales específicos para grupos SH (0-1cdoso 

benzoato y Bis-dinitropiridina) forman puentes disulfuro de entre-

cruzamiento, encaatrando que inhiben la fosforilación dependiente 

de la luz (1, 2, 74). 

El estudio del O-lodo benzoato (1) reveló que éste reactivo es - 

formsdor de enlaces intrapeptidos (puentes disulfuro), porque -

hubo desaparición de 3 a 4 grupos SH cuando se op6 o sea. de -

los 8 grupos presentes normalmente se blcquearai 4: dos corres 

~lentes a la ~abad gamma y dos a la beta. La secinacia 

de la reacción fue en la oscuridad ~donaron dos grupos, - 
• 

casado se activo con calar los otros dos. Al medirse la activi- 

dad de la ATPasa se observó que existe isa efecto de imbibición - 

con el bloqueo de los grupos. No bobo ningún efecto sobre la - 

ATPasa-Ca++  cuando se Moquearon sólo dos grupos (en la escuri 

dad). En la tabla * 9 se muestra el efecto del 0-lotiosobeszce- 

to sobre loa grupos SH y sobre la actividad de la ATPasa median 

te dos ewimentow en el primero el CF1 fue activado coe calm 

en presencia de 0-111 mostrando coa disznioucka de 4 grupos SH 

con respecto a la enzima activada cos calor pero sin el reactivo 

bituacional supodeado que estos grupas reaccionan coa él, tam-

bién mintió una inhibid& del 38% de la actividad del ATPasa-Ce 
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Bit. Tratasiento del CP1 ATPase-Ca 	Grupos Sulthidrflo 
- I 	- 1. 

(11~1Pi'%74n -me 	( nolite1 de CPI ) 

1.- C PI activado pon oidor 
cm activado coa calor 
en presencia de 0-Ii 

19.4 
	

7.6 	7.8 

12 ( 38% ) 3.8 	 4.3 

2w- 	Curia activado con -- 

salar 	20   3.9 	 
C21-imi activado con -- 

calor en presencia de - 

Ch-IB 	12.8 ( 30% ) 2.2 	 

.- Vasto del 0-Iodosebenzeste sobre les grapas SELy --

sobre la actividad de "os del CP1. Los reactivo@ utilizados --

iteras 

 

m 	01-I8 5 i . Los pos sulfhidrflo libres -- 
fueren /iterada:idos por des ~todos, A Espectofotcastrioansete, 

Radloquisicamente . Bt (%) indios el porciento de inhibicida -

(1 ). 



92 

En el segundo, la enzima activada con calor más NEM mostró de-

saparición de 4 grupos SH sin variación de la actividad de ATPasa 

y al adicionarle el reactivo (0-1B) desaparición de dos grupos --

más, uf como inhibición de la actividad de ATPasa. 

Se encontró que los grupos SH accesibles al reactivo se localizan 

en las subunidades beta y gamma ya que en estos lugares se for-

maron puentes distalfuro, ello fue detectado por marcación con --

NEM-H3  y electroforesis con dodecilsulfato de salto. 

El G-IB es uno de loe agentes oxidantes más selectivos de grupos 

SH (74), encontrándosele que evita la 'fucsia e tddróliais de --

ATP, además incrementa el transporte de electrones. Los desa-

coplanoes y el ADP + PI y arsenstos previmos el etecto 

rolo de la fotolosforilwión ocasionado por d 1:1-IB (tabla * 10) -

y al mismo tiempo incrementan el transporte de electrones. La 

reversión de la ~cite se lloró a cabo por usa seriada parear 

minsch5n en presencia de DTT. El estudio del Bis-dinisxwiridi-

na en la inhibición de la fosforilación (2) nos indica que el D1T4P 

Inhibe la fosforilación en los cloroplastos cuido tuerca ~es-

hados a la luz con el reactivo (figura * 28), la máxima inhibiciós 

de cerca del 50% se obtuvo en presencia de ~misa, hIgC12 y 

0.3 moles de 17114P/mg de clorofila. El DTT y el ADP + Pi -

(o amamos) y los desacopiantes evitan la inhibición cusado goa 

expuestas a era ibmainacién previa: fiaridezia, Dio-19 y discutir 
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aspt. Adiciones en la fase 	7otofosforilacidn Cíclica 
de pre-iluminacidn 	Colee ATP/ se de clorofila/h) 

Controles Cloroplastos trata-

dos con 0-1B. 

1.- Magma   395 	 188 (52%) 

20/.11 Ali   390 	 275 (29%) 
110/41 AM + 2aii Pi 	 393 	 373 ( 5%) 
20,11172   394 	 299 (24%) 
20^11 AY! ir 2E11 Pi 	 387 	 390 (0 %) 
2 al 111   393 	 196 (50%) 

2.- 'laguna   420 	 250 (40%) 

	

5•11 111114C1   417 ..... 420 ( 0%) 
2.I /CM 	••••• 372 	 355 ( 5%) 
200,611 Dimanas H   358 	 2W. (44%) 

Dio-9 ( ~al ) 	 346 	 213 (38%) 

tabla # 10.- Prevencida de la laktbicida del 0-Iodesobeazoate — 
par adealfr-aacledtidos y deeaceplaatee. Le cantidad utilizada del 

reactive ( 0-113 ) fue de 2 alf. (74) . 
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B no fueron efectivos (tablas * 11 y 12). La baja concentración 

de ADP y ATP protege parcialmente dicha inhibición, otros mi-

clettidos no fueron eficaces. El DIT4P Inhibe la velocidad de -

acoplamiento del transporte de electrones al nivel Nasal, pero no 

tiene efecto en su desacoplamiento, la estimulación de la capta-

ción de protones y la inhibición del transporte de electrones por 

Al? fue evitada por el DTNP. La actividad de Antas estimula-

da por tripsina y DIT fue inhibida por el DINP previa incubación 

con luz. La reversión de la inhibición de la forforilación por - 

=O se obtuvo por una segada prelluminación ea presencia de 

grupos SH, mayor castidad de 17ITIP reaccionó coi cloropiaatos -

en la luz que en la oscuridad y dos moles de dona fueran forma-

dor por md de tfIT1P desapruebo. 

Estos multados sugieren que la inhibición del DTP** así rdacio 

nada Cae la ~ación de los grupos tiples vecinales por el remetí 

va. cuando estros grupas son e slIves ces al ocurrir ma cambio con—

formaciesal inducido por la bu. 

La ~ad de ditioies vecinales reaccioaantes en la luz con 

0-IB fue mayor que cusekk, se efectuó con CRTC (74). La carin 

sisón obvia es que el cambio coiformacianal inducido por la luz en 

la membrana del tflacolde espese SH vecinales perteseciestes a -

otras prctehas de la membrana. Esta observación esa de acuer-

do can los hallazgo' de hicCarty y Pagan (35) en los que hubo --- 



Condiciones de pretratudento 
Potofoeforilacién cienes 

   

.112' / mg de claro:A.1 

    

Oscuridad 	 173 

Oscuridad + D1EP  	163 

°maridad DEP, DT? adicionado antes  	176 

Las 

Los + Dna' 

+ D P, MI adicionado antes 

Tabla #11.- Imbibioláa de la fotofoeforilacida depemdiente de la 

los peral DITEP. El tiempo de exposicido a la la: y ea la osoari-

dad fue de 1 admito, la cantidad de DIU fue de 0.5)amelimg da — 

clorofila y la de DTT fue de 0.5 ni. (2) . 

96 

164 

75 

151 
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Potofoeforilacidn cfclica 
Adiciones durante la preiluninacidn mol LIP de cloro! 

ag e 
( 0 ( 0.5 ) 

Una"  	313 139 (56% ) 
21111AIW;  	300 290 (3% 	) 
MI "2 al de &remato 	 314 292 ( 7% ) 

 	304 148 (51% ) 
MI de &remato  	321 187 (42% ) 
2211 AIIP  	327 260 (20% ) 
MI Al!  	313 229 (27% ) 

111401.  	313 318 ( 0% ) 
.I J  	323 	 327 ( 	) 
Dio-9 (50Wal)  	303 • • 1. • • 156 (48% ) 
1211 Plerldzin  	240 no ( 	) 
200441 Dlaesrine B  	303 140 (54% ) 

2ablia#12.- glecto protector de la lahibicida de la foto:gradar/-

1~16i «le Mai por adealamaacledtidoe, deemix•plantes • inhibido.. 
rea (2) . (%) indica el porciento de labibicida. 
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unión de NEM a otras proteínas del cloroplasto. 

En resumen, Re sugiere que la oxidación dependiente de la luz de 

algunos Ocies vecinales por dos diferentes reactivo.), produce un 

estado conformacional tal, que previene la síntesis e hidrólisis -

de ATP. Es improbable que esos ditkeles estera relacionadas con 

el (los) sitio (s) catalítico (s) del CF1, ya que ellos son requeri-

das para completar la actividad enzlmática (74). 

En experimentos recientes tata maleimida biluncional que contie-

ne enlace diaulfuro, fue sintetizada, esta maleimida (dkinbis-N-

etilmideimkia-DTEM-) al igual que otras biftocioades (o-fealleue-

biliwaielmida-OFBM-) es 500 veces más efectiva como labibidores 

de la fosforilacite que las mcoofmcloeales (NEM) (48). 

Cuando los tilacoides están es un estado esergico (a la luz) el 

atl mere cambios ~formarlo:mies, estos permite' al DTEli - 

unirse al sitio accesilie en la oscuridad. así como al sitio ex-

puesto por la luz perteneciste a la subemidad gamma. Esta la-

teracciée permite al tilacokle facilitar el escape de protoses y de 

'acoplar la fosforflación. Este desscoplamiento puede ser rever-

tido por el uso de compuestos tioies (dkiterekni, beta mucepo:e-

tamal). La adición de DTT 50 m/A restamu la captación de ;eruto 

sea y revierte parcialmente la fosforilacióa (figura 829). este -

tina separa la maga disulfuro producida por el DIEM, permitiendo 

al (FI tomar toa cadormación tal que evite la fuga de protterz. 
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CeurauTleaseem 7E DIT (mas) 

pira 029 ..- Compaawaelda de iditiotreitol requerida pira la — 

meres& de la lablbleida de la foeforilacitie proaueida par el 

ign . 
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Una interpretación de lo anterior es mostrada en la figura # 30. 

Durante el estudio se trató de mostrar que el DTEM une grupos 

SH en la sublimidad gamma del CF1 y que el enlace puede ser -

bloqueado por altas concentraciones de dotes. Estos resultados 

sugieren que las uniones son la causa del aumento de la permea 

bilklad a protones en los tilacoides expuestos a la luz y tratados 

con maleimidas bifuncionales. 

El 0-Fenfleteblemalebnida (OHM). debido a su bifuncionalidati. - 

be sido estudiado corno desacaplatte e Inhibidor de la transferen-

cia de energía (79). El mecanismo como desacoplar:0e es simi-

lar al mencionado parad DTEM. La inhibición de la traerle:rae 

els de energía se efectúa a concentraciones de 100 ale. 

El tratamiento prevb del tilacolde con el NEM no afecta la MI-

bici& de la fasforilación por el OHM, mientras que. desacoplas 

tea, ATP + PI previenen el desarrollo de dicha Inhibición. 

El hecho de que Monea SH-reactivas btfunckusles modifique la 

permeabilidad de la membrana a los profanes, Uniere us papel -

para 1. onbunklad gamma. el de trasmitir la magia del pli ate 

resclal al ató activo del CFl que esta presente es la subunidad 

alfa o beta. 

El Mace de OFF[ coa la stabanidad gamma moleta se estructu-

ra de tal forma que permite el escape de protones de el Interior 

del tilscoide a través del complejo Alpaca, impkileado la síntesis 

de ATP. 
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?ice # 30 Usa interpretacidn de la inhibleiéa de la foarsrl 

lacién seasteneda por el i y de su reversida. A.- representa
la   aullomMIMAL asma del 001 ~teniendo des sitios reactives pera 

aaleiíAidzs uso expuesto otro oculto ( S ). B.-Ia eubunidad 'masa 

en ea estado enorcisado. C.- mbunidad mida con el DM (XI-S-3-0 

Dio- la ~maldad gabela despees de que el 2211  es desunido por el 
fiel ( D22 ) 48). 
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Una de las más recientes pruebas acerca de la inhibición de la 

fosforilacies, revalora y resume la forma de acción de los reac-

tivas mono y bifuncionales (47). La subunidad gamma del CF1 - 

contiene dos grupas Sil, uno es accesible para actuar en la asco 

ridad. el otro sólo es expuesto en presencia de la luz. Las mo 

dificaciones del grupo accesible a la oscuridad no inhiben la sin-

tesis de ATP, en cambio la interacción del grupo expuesto por la 

luz cansa un dpo de transferencia de energía inhibitoria para la 

fosforilacihn. Sin embargo, cuando esos grupos SH san unida 

por Maces distdfuro o reactivas ocurre esa desacoplamiento. 

Vallejo, Madres/ y lacCarday al revaluar al 01B lo reportan como 

desscoplinte casado los dlacoides san previamente ~Mos -

(47) (figura e 31-A). El desacoplar la foirforilación del flujo de 

elet:trones ocasiona que el transpone de electroses so Matarlas:a- 

te disminuya marcadamente la encimada de la fosforllacida. 

El DNP fue considerado como desacoplaste e lahitildor de la traes 

temida de energía (47), a bajas concentraciones de reactivo y esa 

preseacia de luz se produce el desacoplamiento (figura $ 31-B), a 

altas cts...Nantrackses se haduce loa Inhibición de la transferencia 

de me t& (figura e 31-C). 

Entre las malehnidad bifuscionalea, el DTEM y el OFIll amasa -

como reactives desacopla:ates (47) (figura 1 32-A), este efecto es 

causado por la ladón coa los grupcs SH de la anbmidad gamma fa-

voreciendo la formación de taza hendidura por donde se efectúa la 
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~Ira I 31 «1 .1  Un modelo 7--i-rt la inhibición de 11 

per 11-lodoembeaseato y Dittablainitropiridiaa. 1~~ ditjebj  

treyiridlas (41/) . 
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?itera # 32 Da modelo para la inhibicida da la faaforilacIda —
par aalwlaidas. Mal.* Ami ~II y/o Opa . InIka 

r45.•eatity• 	 (47). 
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fuga de protones y en esa forma desacoplar la fosforilación de el 

flujo de electrones. El OFBM actúa también cano inhibidor de -

la transferencia de energía a concentraciones mayoreo: de 20 AM 

(47). 

El NEM, ~tebaida monofuncional inhibidora de la transferencia 

de energía (37), mostró reaccionar con el grupo.SH de la subte! 

dad gamma expuesto por la luz y de esta forma ocasionar la in-

hibición (figura * 32-B). lima propiedad importarte de este reac 

tiro es que al reaccionar coa el tilacoide ata la oscuridad, evita 

el desactsgamleato que ~sima reactivas -:.‘no 0-18, 1:1114P y 

DIEM (79). 

Se boa ekctuado múltiples estadios para determinar la ~la 

y localización de sitio (s) de telón para ~lefa:idos ea el an . 
Así Harris y Sitter (22) demostrarte que la lluminacite proinue -

ve Inflexcambio (sensible a ser desacoplado) entre el medio y los 

~fétidos mida y que la aboyada de dichos suriefeldos Intercala 

bieldes ostia asociados coa el Clol en un sitio que parece local-

mime es la ipabsaidad alfa o beta. Los nuclekidos ADP y ATP se 

intercambian ~este coa ese akio a mas ~me de disocia--

ciña de 2-5"M. Los d'acodes ~os ea ~semi. de ACP 

o Al? ~erras la capacidad de unir anclefildos ea la tecuridsti. 

dm después de que el gradiente de protones decae (42). Posible-

~ate el imercambio de aucleftitios (dq~diente de energía) asa 
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im reflejo del cambio conformacional del CF I, dando como resul-

tado la exposición del sitio de unión a nucleótklos. 

Uno de los estudios más importantes confirmó que existen sitios 

de unión a nucleetidos en el CF1 (41). El CF1 purificado fue - 

iluminado brevemente en presencia de Al? ( C14  ), observando 

que sostuvo al nucleótido radioactivo firmemente unid« la units 

estimulada por la luz, al parecer, fue el resultado de cambios - 

conformacknales (dependiente* de sumergía), dichos cambios fue-

ron revertidos en la oscuridad e hicieron inaccesible el sitio de 

miss a nuclear:idos. El ADP ccastinayó el 90% del nuclefaido -

mido, su presencia en la enzima sugiere que este sitio de — 

units tiene una actividad catsl&ka haciendo que el Al? sea bidro 

llzado durante la iluminación. El tratamiento con calor del ---

CF1 produjo ~esto del aticleetido mido y expuso skins 

de ragar•adickmaies. uno de entes ski°s caracterizado por usa -

~tate de disociación de 7m.14, parece carreepoader al sitio -

catalítico de le VITasa y ser también el sitio del CF1 expuesto 

por la ilaminación. La digestión pirulo:4pda del CF1 ocasionó -

actividad ea la AlPasa, así como usa pérdida total de las eubu-

nidades pequeñas de la enzima (gamma. dele y ePaIkak), la ma-

yor parte del ADP asido al CF1 se mantewo en su sitio después 

del tratamiento con trinaron por electrdoresia se confirmó que -

las componente' mayores del CF1 (alfa y beta) contesiendo al 
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ADP, estaban presentes, sugiriendo que &lima de estas subunida-

des contiene el (loe) sitio.-(s) de unike a nucleatidos. 

Sin embargo, algunos resultados indican que el sitio intercambia-

dor de nucle5tidos no es un sitio catalftko para la fosforilación 

(72). El ADP unido es fosforflado más lentamente que el ADP 11 

bre del medio, la velocidad de intercambio de nucleetidos es 50 

a 100 veces más lenta que la foeforeacite. 13 GDP es fosforila 

do por el cloroplasto, pero el Intercambio es muy pobre. compa-

rado can la fosforilación del ADP, esto nos revela que el proceso 

responde de diferente manera a nucleatidos asamos modificados 

en la base alisaba. 

"aguaos aUbree consideran que so es posible relacionar el sitio 

intercambiador de nudeeddos con el sitio de amiba de los mis-

mas, sin embargo, han ~errado que el sitio intercambiados.  -

tiene cierto parecido al sitio que participa en la estimula d& de 

la captación de protones (35) y en la protecciós del CF1 a reac-

tivas modifkaates. 

Los ácidos, el calor y la urea, disocias a los ancleáticlos que - 

asan asilos a sitios intercambiables del CF1. Casado los áci-

dos (pH mesar de S) sola utilizados para disociar nucleátidos, el 

ADP y ATP ami isleratles con ~a relación de 1:3. El calor o 

la urea causan la liberad& de ACP eiclusivameste (40). LOS 

ácidos comervan unido al ATP o camas su formación a partir de 

ADP + Pl. 
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IIL - FUNCIONES DE LAS SUBUNIDADES DEL FACTOR DE ACO-

PLAMIENTO. 

Diferentes métodos han sido utilizados para dilucidar las funciones 

de las stibuddades del CF1 en forma individual, estos incluyen, -

pruebas innakológicas, análisis de resolucite y reconstrucción y 

estudios de inhibición. 

Un estudio utilizando pruebas inramológIcas fue realizad) por Nel-

boa (52) quien usando suero anta-(F1 obsecró que anticuerpos pa-

ra las sulancklades alfa y gamma inhiben la facforilación. El 

suero and-alfa previno la estimulad& de la captación de proto-

nes por el ATP. La actividad de ATM* dd CF1 soluble fue re-

sisteste a cada andsicero utilizado kidividualmeste, pero sensilde 

al suero aati-alfa y and-gamma juntos. 

La dligest161 prolonpda del CF1 con triplica (14) produce upa pre 

~cita de AlPasa activa, la cual, bajo coadickees disociasen -

da no precipitación lineal coa suero esti-alfa y anta-beta, pero so 

con suero de las tres sublaidedn pequefiss. Las ~des --

gamma, ddta y epsikaa fuerce digeridad por la tripshia, pero la 

posibilidad de que &agrumas de dichas subunklades se asocies con 

las sulamidades alfa y beta y así se dificulta su esclusge. 

La actividad de la ATPasa es aeasilie a ser Weide por el tia? -

(14), este reactivo es toldo ea la ~dad beta del CF1 ea al si 

tio cercano al residuo de drosina. Se ha demostrado que el N110 

produce cambios cosformacionales importantes que prohabkinente 
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participen en la inhibición de la actividad de ATPasa. 

Loe cromatóforos de algulass bacterias al ser tratarlos con Lel - 

y en presencia de ATP producen la extracción del componente be-

ta de su factor de acoplamiento, uf como la disminución de la - 

di:tesis e hidrólisis de ATP. La adición de la sublaidad beta -

purificada restaura ambas actividades (58). 

Funciones de la sublimidad alfa.- Durante el camilo para la loca-

lización dd sitio de amiba a nucleftidca mediaste la medición de 

la transferencia de energía fluoresceate usando ~adoren y acer 

toree, se caminó que tni sitio de alta afinidad para nuclaftidos 

esta localizado ea la saázmidad alfa del CF1 a 40 A de la subsal 

dad beta (11) (figure 8 16). Par lo estertor se deduce que ea 

esta aubunidad a desde se localiza el sitio de mitin para aucleó 

[idos. 

Falcioaes de la subindtiad beta. - La decatlón prologada del CF1 

coa tripsiaa ocultad) los destrucción de las ~dada gamma, 

delta y epsiks, pero so asf de alfa y teta produciendo ea d'as - 

mai activación de la actividad de ATPasa (41). La activklad de - 

ATPasa pede ser inhibida por bicqueakires de los grupos tiros' 

aa de la ~maldad beta (14). Se concluye que en esta misal--

dad se localiza el sitio activo para la hidrólisis y simula de -

ATP (11) (figura *lb). 
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Funciones de la sublimidad gamma . - El suero anti-gamma es un po- 

teme inhibldor de la fosforilación (73). Las maleimidas monafuncio - 

mies inhiben la fosforilación por una reacción especifica con la ~b-

ondad gamma (37). Las maleimklas bifiricionales DT8M y OFEIM u - 

nen dos grupos SH en el =oponente gamma modificando la estructu-

ra de la enzima, produciendo aumento de la permeabilidad de la --

membrana a loa protones y así desacoplar la fosforilación (48 , 47). 

Ski embargo, altas coozentracianes de compuestos SH restaura» --

parcialmente la ~callecita y la captación de proa:sea ocuiciaados 

por estos reactives. 

Ea vista de los anteriores rematados se puede ~clulr que la sabee-

aidad pluma interview ea la fostorilacies, transtaltinado ~mes 

al sitio activo de la sfatesis de Allo. 

El hecho de que el compomate poma ( poto cm delta y qisiloa ) 

sea requerido pera blcquear el camal de wat :mes forma do por Fo 

ea las vesículas de fostoilpitios de alomas bacterias ter:malicias , 

dota de acuerdo coa este ccacepto ( 85). 

Fondones de la ~dad delta .- Esta submidad participa ea la 

anida del CR al Fo, la ~km que carece de este composeme es-

ta separada de la membrana y su fosfoffilacieui desacoplada. La Mi-

dtia de la astmaidad purificada al CF1 ( el cual carece de esta s-

anidad ) demostró que la actividad de ~amisto fue restaurada, -

debido a que dicha sub added facilita la miela del CF1 a la ~robra- 
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na transformando a la enzima inactiva en un factor de acoplamiento 

activo. Es importante señalar que la subunidad delta adicionada se 

encontraba en estado de desnaturalización y que durante la adición 

pudo haberse renaturalizadcx este proceso probablemente fue facili-

tado por el CFI carente o por la membrana del tilacolde, sirviendo 

ambos como mediadores de dicho proceso. Tomando en cuenta que 

la sublimidad delta efectúa la conexión entre CFI y la membrana, loa 

protones serán canalizados a través de esta subunidad durante la - 

trimaducción de energía (53). 

Funciones de la nubosidad ovillan.- Este componente ea considera- 

do como inhibidor de la actividad de ATPasa del CP! (51). 

Se ha demostrado que ata es la hales que conserva su actividad ha 

sku. Ea disociada pato 0311 delta cuando la enzima es caldeada es 

presencia de digkoaina. En vista de estos hallazgos y de la semi-

beldad de epsilan para coa la trillaba y el calor, el niecaaismo de 

la actimcgat de la ATPasa °mimado por estos factores se puede 

cowrobar. Existen indicios de que la ~maldad epiloga barreaba 

coa gamma, ataque la activacite de la Pallasa con tiples so pare-

ce cusir disociación de la aubunidad o activados ~ente. 

Ea importaste hacer notar que el inhibidor de la ATPasa mitocaa-

drial ao es el ~Beate epacta. Una función ya demostrada pera 

erigidos en el factor de acoplamiento de E. coal es la amiba del Fl 

a la membrana, 
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Estudios basados en pruebas de entrecruzamiento (4) concluyen que 

alfa y beta son loe componentes más pesados del CF1 y se encuen-

tran en contacto con gamma (que es el centro de la molécula). del-

ta y epailon. Delta y eludirle están en sitios opuestos de la enzima. 

delta está alejada de gamma y muy cerca de la membrana, no exis 

te unirán epsilai-epsilan pero si epsilon-gamma (figura * 14). 

IV. MECA /4 ISMO DE LA SINTESLS DE ATP 

Se acepta generalmente que la síntesis de ATP en clor~s. bac 

terbio y mitocoodrias es im proceso conducido por el flujo de poto 

nes a través del complejo ATPasa: los estudios para esclarecer el 

mecanismo de este acoplamieuto hin ocasiouado la formai:Idea de 

múltiples blpótaiis. 

El mecanismo formulado par Mkchell (46) indica que los protones -

ocia ~decido§ a través del canoa 170  hacia el sitio activo del Fl. El 

PI ea estado especifico de protosación es atacado por dos premies 

resultaffido la formación de agua y un Macro austral cargado poski 

varo e. El ataque nucleofflico de este fósforo por el ADP produce 

ATP. Se asume que dos probases sola ~alocados por cada ATP -

formado o hidrolizado, sin embargo, otros autores isdicaa que d -

complejo ATPasa necesite !Teto protases para cada ATP (34). 

&er y Slater OS) propusiera: :o mecanismo es el cual se produ-

ces cambios costormackeeles en el factor de acopia/nioto-ATP:me, 

eugiriesdo que el itercambk• de 418  catre agua y PI que sconspalia 
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a la hktrólisis de ATP en la mitocondria no es apto a ser desaco-

plado. Si este intercambio es relacionado a la hidrólisis y corrige 

de ATP mido. estos resultados indicarían que la formación de fos-

fato anbkiro mido al ATP no es una fase que requiera gran energía 

en la fosforilaclón oxklativa. La liberación del ATP formado, mis 

que su síntesis, es la fase que requiere rota energía. Los cambios 

conformacionales en el Fl mido de agún modo a la tranalocación -

de pnxones proi)orcionan la energía necesaria para la disociación -

del ATP unido- 

Slater (61) encueró que le requiere primeramente un puto de enes 

gis ea la mi:tacita y foskallación fotosintética para la disociadte 

del Al? del comple)o ATPass. ello fue basado ea loa ~os de 

que el factor de acoplamiaito contiene nucleótklos unidos y que el 

Intercambio de la malón a oncleetidos es dependiente de energía. 

Se sugiere que una fosfoenzima intermediaria puede estar participan 

do es el maceaba= de la translocaciós de ~mes • la ATPasia -

(62). La anión de Mg++  al CF1 produce cambios conformaciosales 

los cuales ~losan la fonnación de tm ~laño toskallado. 

La tznaskeación de protones a través de la membrana disminuye -

el gradiente de protones desplazando al Mg++  unido: el ATP es for-

mado y el factor de acoplamiento se encuentra ea coadickaes de —

volver a mar bfg14. 
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CONCLUSIONES 

El factor de acoplamiento de cloroplastos (CFI) purificado y separa-

do, tiene un peso molecular de 325,000, por electroforesis en gel 

de poliacrilamida-DSS se encontró que contiene cinco subunidades de 

nominadas< ,P,X,4 y6 de acuerdo con su decreciente peso molecu-

lar. Los estudios con microcopia electrónica han demostrado que -

el CFI solubilizado tiene forma esférica y m diámetro de 90 

aproximadamente. 

Para determinar la real eatequiometria del CF1 se han utilizado mil 

tiples ~dos. Por reacciones de entrecruzamiento, químico, se de 

dejo la estequiometria más acqxada en la actualidad que es 2«, 2p 

IX . 1 6 y 2C. durante eme estudio se libmtificartsi "agregados" for 

nudos por maltees contentes entre subtmidades. los cuales fueron 

separados e identificados caz respecto a su composición. Los reac-

tivo, químicos utilizados fueron básicamente del tipo bifuncioaal - 

(F2EINB, MIS, DTP). 

La determiaaciera de grupos SH en el CF1 purificado y ala activar-iba 

dedica que comiese 2 grupos, activado coa calor 4, deaastaralizado 

can urea 8 y al romper los enlaces disulfuro con DTT se ~barna 

de 12-13 grupos SH/mai de CFI. La identificación de estos grupos -

por subuaidades revela, 4 ea*, 4f, 3X y 1. ene eso se mema-

trama grupos SH en delta. De los 12 grupos. 8 se enumerad libres 

y 4 píli—Jripaa 	la formación de dos pueate, disulfuro. uno en la 
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subunidad beta y otro en gamma. 

Con la técnica de transferencia de energía fluorescente se identifica 

ron los ataos para la unión a nuclebtidos (ADP y ATP) y sus análo-

gos (t-ADP. e -AMP-PNP). encontrando que los de alta afinidad a 

estos grupos se localizan en la subunidad alfa, los sitios para unir 

~tidos de baja afinidad en beta, en esta última subunklad tam-

bién se determinó un sitio activo para la hidrólisis y statesis de -

ATP. Utilizado el mismo método se demostraron las distancio Mi 

tre sitios especificas de las subunidadat a partir de gamma (NEM-

Cie) y ~leudo reactives monottockmales (HUYA y DDIPi) especí- 

ficos para grupos SH, encostrares que del sitio de alta afinidad a - 

aucleótidos en alfa (6-ADP) al sitio N)-Tir de la ~Wad beta 

existen 40 A, de gamma (NEPDA-Cis) a alfa (&-ADP) más de 40 Á, 

de gamma (1111PM-Cis) a beta (NEID-11r) de 34-41 Á. 

El C171 purificado tiene ova actividad latente de ATPasa que puede -

ser manifestada por el tratamiento con calor, tripsina e Jaco:tecito 

coa compuesixe ~es, la subsecuente remoción de los tiples coa co 

lamia de segad= resulta ea la ~cite de la actividad de ATPasa 

sis restauración de la actividad de acoplamiento. La actividad fue -

determinada por la hidrólisis de ATP y su consecuente liberación de 

PI La digestión de la enzima con tripaina determinó que es ea la 

subo:Wad alfa o beta donde se localiza la *cavilad de ATPasa. 

Las bajas coaceatraciones de caigan diralentes aumentan la actitud 
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dad de ATPasa del CF1 tratado con calor, altas concentrac:iones de 

ATP o de cationes Inhiben esa actividad. 

El aparato enzimático de la membrana del cloroplasto (CF1-F0) tie- 

ne como objetivo acoplar el flujo de protones del Interior al exte- 

rior del tilacoide para la síntesis de ATP. Uno de los componentes 

bidrof6bicos del complejo embaído° perteneciente a la membrana -

(Po) funciona como canal de prora*, los otros donemos partici' 

pan ea la unión de la enzima a la membrana. El EDTA es utilizado 

para separar el CF1 de la membrana dejando libre el casal de pro-

tones, el 1:XX:D Magua dicho canal, ademán de inhibir la actividad 

de ATPasa en el CF1 Lamido, no tiene efecto ea el C71 alelado. 

La ilnmiasción del cloraplento catalina la formación de ATP, y ea 

preseacia de compuestos suilládrao aumenta la actividad de ATPasa 

no lahibieado la fotofosfornacies. El desacoplamiento de la fotolos-

forilación inhibe la actividad de la ATPasa e indtice cambios autor 

macioacles. 

NEM o lodoacetamida (lA) Inhiben la activación del CF1 por calar -

pero no por tripsisa, la actividad cataltica de la enzima so fue afee 

Lada por la presaria de LA. La actividad de acoplamiento no fue -

inhibida par el NEW o 1A. Estos hallazgos sugieres que loa grupo.: 

SH pueden isteracmar coa 1A, participado ea el proceso de activa 

cite coa el calor pero no ea la actividad catalítica- Se ~luye que 

la ctilaversiba de ATPasa latente a activa representa as cambio cos- 
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formacional vía intercambio de sulfures y que la actividad de acopla-

miento y la activación de la ATPasa son das procesos independiente*. 

Loa cambios conformado:cales son sensibles al pH del medio. uncen 

unción de ADP y ATP y a la magnitud de á pH. estos cambios con-

tralius la velocidad del flujo de electrones. Debido a que los cambios 

requieren energía es lógico pensar que la forforilación se encuentre 

afectada. El aumento en la captación de 1ff y la detesta de Al? al-

teran la conformación del C7I en el sitio de unión a nucleótkloa. 

El NEM ocasiona toa inhibición parcial permanace de la foaforila-

cita debido a su interacción con grupos SH de la pubeaticiad gamma 

expuestos Por la luz (ion utilizados para la actividad enzingtica). -

Esta inhibición puede evitarse con el uso de deascoplaatea y bajas - 

caicentraciones de ADP o ATP. La oxidación por la luz de algunas 

titilee veciaale• del CFI ocaaknada por reactivas como 0-113 y DIN 

produce cambios conformaciaaales que evitan la olmeda e bidróliaía 

de ATP. ello puede ser revertido por ala segunda pee-ilumiaaciósi 

ea palmeada de compuestas tiples. 

La mita de inaleimitime befunclooakta (DTEM 6 ORM) a loe gnepos 

SH del CF1 ~toa por la luz produce formachha de mita dimano 

ro y cambias conformado: ales que facilitan la salida de prasma y 

desacoplas la fosforflación, este des acoplamiaao puede evitarle cae 

el aso de compuestos lides ya que rompen la mien disulfuro y res 

talaran la ocaeguracióa normal del CF1. 
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Los sitios de unión a nuclehtidoé fueron detectados cuando la ilumi-

nación produjo unión de nuclehtidos al CF1. específicamente en la - 

subunidail alfa. Estos sitias parecen actuar como interruptores con-

forrnacionles alostéricos para la actividad de ATPaaa- Ce++. La -

unión estimulada por la hits fue resultado de cambies cooformaciona 

les que pudo ser revertida en la oscuridad, haciendo inaccesibles -

los sitias de imito a malceótidos. 

Las funciones de las subanlades del CP1 rae alta para unir 1111Cie6 

tilas. beta hidrolizar y sintetizar Al?, gamma intervesir ea la tos 

Jornadas trasmitiendo protones. delta aliado al CF1 a la mantea-

se y epoilke Ishibir la actividad de ATFasa. 

Se ~clave que la simia de ATP es cloroplamos es mi proceso -

llevado a cabo por el flujo de protones a traes del complejo Aillasa. 

Actualmate se realtias estudio coa otras métodos catre los que se 

cuestas la microfotopalla electrónica, análisis de difraccies de lla-

pa X. y espero que los datos aquí recopilados ~e de acuerdo coa 

los de resaltados que ea el futuro seas obtenidos. 
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