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RESUMEN

El Factor de acoplamiento de los cloroplastos ( CF1 ) es parte
c\emcomplejomzlmiﬂéo,seencumlocalludoenlapane
externa de la membrana del disco tilacoide. Usando el méwodo
de electroforesis en gel depoliacrilamida-DSS se encontrd que -
el CF1 esté formado por cinco subunidades of , >, ¥ §
y% denominacién dependiente del decreciente peso molecular.
La estiquiomerria 2¢¢, 29, 1Y , 18 y 2§ determinada -
por reacciones con resctivos bifuncionales es la aceptada. La
localizacida de los grupos SH en la enzima aislada es importan-
te, ya que estos sitios fueron los que imteraccionaron com la ma
yorfa de los resctivos mono y bifuncionales demostrando medisn
te elios, ia existencia de 12 a 13 grupoe SH / mol de CF1.
El uso de reactivos mono y bifuncionales (NEM, IA, 0-IB, ----
DTNP, DTEM y OFBM ) sobre el CF1 unido a la membrana, en
presencia de la Juz, ocasion§ interacci6n con los grupos SHy -
produccién de cambios conformacionaies que desscoplaron o inhi-
bieron la tramsferencia de energia con la consecuente Inhibicidn -
de la fosofosforilacitn.

Otros ractivos maomo y wilizados fueron: P DNB, -
DMS y DTP para determinar ia estequiometria, encontrando que
reaccionss com grupos aminos y fenoles de las subunidades; ----

y DDPM fueron usados pars medir distancias intersubusida-




des reaccionando con loe grupos SH.
unll:lmmlslmdelcmlnslmesladeacummm
ATP pintetasa. Tambiéy actia como ATPasa, aunque esta activi
hdellm,pndeactlmepordm:nlmncmcabr. -
tripsine y compuestos tioles. Estas dos funciones deben ser -
comsideradas como dos procesos independientes.



INTRODUCCION

Lavldaeshemnsa.trigﬂyhgazcomloelrimrayosde
kz que maravillosamente la soetienen e impulsan desde sus més
remotos origenes por medio de la fotoeintesis. Gracias a égte
deeumdm,drdvapu-
tendo de materias pobres en energfa, comvierte incesantements
hnughndmmmgtaqimla.ymm
te, de materia rica en energla a todo el vivo.
Es importante subrayar que las plantas 0o s0lo surten de mate-
MWQMWmM.Mw
les hwmudhallmom,lﬂlpe
sshie pars el mastenimiernto de las actividedes vitales, A la -
mnmm,dm&mhmﬁnah-
ma de kiz provenieste del so! sntes de degenerar en calor, ses
almacenada como energia quimica biologics.
Las WMWQEMMME
les emergéticas, organelos citoplismicos altamente especia-
lizados demominados cloroplastos, coo objeto de comvertir, con -
mmumwmkhzumu_
gl quimica fisiolsgica.
umnmnmmmmm
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(conjuntos de tilacotdes) y el sistema lamelar donde se encuen-
tra todo el aparato fosintético. La membrana del tilacoide -
esta constituida por prateipas, lipidos, carbohidratos y otros -
clementos menos importantes. Las proteinas membranales tie-
sen miitiples funciones, una de las més importantes es la de -
sexvir de faceor de scoplamiento ( F1 ) pars la siitesis de --
ATP (fowdosforilacién).
El objetivo de la presente revisi6n es la de actualizar comoci-
mientos acerca del factor de acoplamiento en cloroplastos de
espinacas ( CFl ), y la de relacionar los efectos de reactivos
mono y bifimcionales sobre su estructura, acﬂvithdy!mdo-_-
nes, escomtrandose el CF1 aislado y mido 2 la membrans.
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GENERALIDADES.

1.- MORFOLOGIA DEL CLOROPLASTO.

En las plantas superiores los cloroplasts son los organelos -
celulares con capacidad fotosintética, presentandoge em una va
riedad de tamafios, formas y aGmeros, con una estructura -
elipeoidal que mide de 5 a 10 micras de dismetro (71) (Figura
# 1 ). Dichos organeios estdn coamstitifdos por una membrana
externa doble muy frigil llamada envoltura que delimita e} es-
toma del cloroplaseo y sirve de barrera de permeabilidad en
tre el cltoplasma cehilar y el estroma de! cloroplastro ----

(tigura # 1-a ).

En el imterior del cloroplasto hay gran nmero de estructuras
membranosas intimamente empacadas que se llaman lamelas

(ﬂm#l:b),mmmuwmm
de disco llamadas tilacoides (figura # 1-c), las cuales estén -
aspiiadas formando jos gramum (figura # 1-d), eswe estan inter-
conectados mediante la membrana con el sistema lamelar (fign-
ta # 1-2). Cn el estroma dei cioroplasto (figura # 1-f) se en-
Cucntra una fase liquida que es la matriz en la cual se locali-
zan enzimas del ciclo de Calvin, fowsintitices, que syudan en
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la sintesis de &cidos nucléicos, &cidos grasos y que tienen los
mecanismos de autoregulacién y replicacién de cloroplasto.

La membrana del cloroplasto estd formada por protefnas, 1pi-
dos, clorofilas, otros pigmemtos y restos de moleculas peque-
fias solubles en agua.
Debido a la fundamemtal importancia de las membranas en los -
procesos bioldgicos, el modelo mis aceptado es el de Singer y
Nicholson (69) conocido como "modelo del mosaico flufdo” --
(figura # 2), el que presemta una doble caps de fosfollpidos -
discontinua con sus cadenas hidrofbicas orientadas hacia el in
terior y las cabezas polares hacia el exterior, las protelnas -
que son llamadas integrales se encuentran tanto en la periferia
como dentro de la bicapa de fosfolipidos o atravesando la mem-
brana de lado 2 Iado. En el modejo predominan las proteinas -
con la conformacida & -hélice-anfipitica (modelo con parte po--
lar y 2ona hidrGéobe), lo que favorece su unifn a ia membrana
por sus extremos hidrofbicos. En condiclones fisiologicas los
lipidos de la membrana, se encuentran en estado liquido, permi
tiendo que las proteinas floten libremente y se mantenga el --
exquilibrio dinémico.
Sistems de pigmentos. -
En e} sistema lamelar de un cloroplasto (grasum y lamelas) se
localizado wdo ¢! aparato fowsinmético, utilizado pa-
ra la conversifo de la epergia solar en energla quimica. En -
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Pigws §2 .~ Boguemn tridimensicnsl del medele membranal del “me

saice fiunfde®. les cmerpes sflides representaa s las pretefoes -
glshulares integrales que se sncusatran distribufdes al asar dem

e 1a 1ipddies (69 ),




14
la tabla # 1 y figura # 3, se muestra la clasificacién de los pig
mentos en las plantas verdes y su estructura (61). La funcién
de estos pigmentos es suministrar a la planta un sistemna eficien
te en la abeorcifn de luz a través del espectro visible, esta -
energia es emwonces transferida a loe centruvs de reaccién donde
es utilizada para las reacciones fotogquimicas, el conjumto de -
pigmentos involucrados en la absorcién de huz y transferencia
de emergia se conocen como pigmentos cosechadores de huz,
Las Clorofilas, son Jos pigmentos que dan a las plantas su co-
Jor verde caracteristico, existen dos clases en las plantas su-
periores:

Clorofila a.- Es ¢ pigmento més abundante y estd presente en
todos los orgsaismos foweintéticos que producen axigeno mole-
cular. Hay varias formas de clorofilas a, la que absorbe iz
de loagitnd onda corta (660) localizada en PS-I y otra que abeor
be kz de loagitd de onda mayor (670) y que se encuentran en -
S

Y la b encontrads en piantas superiores cuya estructura molecu-
hroalinemaxfgmomlsyd:ahld:ﬂgmemmmehch:
rofila 2, se encuemtra en PS-II. Se cree que hay dos tipos de
clorofila b, Ia que absorbe hz de Jongitud onda corta (640) y la
que ez de Jongitud de onda mayor (650) (30)

Los Carotemoides. - Son jos pigmentos naranja y amariilo eacon-
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Pignentos Ocurrencia

Funoiones

1. Qorefiles

Clorofila A Todas las plantas foto- Cosechadora de lus,

sintetisadoras {exoepto
bacterias)

Clorofila B FPlantas supariores y algas
verdes.

I1.Qarotenojdes
Oarotencs ¢ y
I mches hojes y cier
tas algas. En algas ro—
s 7 wm grupo de algas -
verdes (Siphomales). Be-

Ixteinn Principal carotenol de -~
hojas verdes, slgas ver-
des y rojas.

Zesxantine Segumdo mayor ocarotencl-
de hojas

Vislaxmtine

centro de resccidn.

Coeechadora de lus

Principalnente como-
antioxidante, ooseels
dores 4 1lmz e BO—

nor grado.

Sirven poo0 oMo ©09e
chadores d¢ lus, se-
fren wn clelo de oxj
gwmeciln y desoxige-
oacida, 1la funcifn -
&el oudl se descomo-

Tahls £l .- Clasificacién de Piczentos (61) .
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trados en casl todos los organismos fotosintéticos. Hay dos cla-
ses de carotencides: Loe carotenos que son hidrocarburos que -
abeorben la luz azul y de entre ellos el beta caroteno es el més
comn, Y loe carotenoles llamados comunmente xantofilas.

Se acepta que la mayoria de Jog carotenos estan presentes en -
P5-1 y las Xantofilas en PS-II (30). Los carotemoides son lla-
mados pigmensos accesorios ya que su fncidn es absorber la -
energia del espectro visibie que no es captada por las clorofilas.
II. - FUNCIONES DEL CLOROPLASTO.

Fase Oscura (Ciclo de Calvin) .

La fase oscura se desarrolia dentro de la matriz o estroma, en
donde ocurre la asimilacién de CO, para rendir finalmence una
molecula de hexosa, usando ATP como fuente de energfa y al -
NADFH como agemte reductor, duramte el proceso se consumen -
12 NADPH y 18 ATP (20) (figura # 4).

Fase Laminosa. -

Aqul las reacciones van en serie; absorcién de emergia radiante
por jos pigmentos "antena” y centros de reaccifn, separacida de

cargas, tramsferencia de electromes, reduccién de NADF' y sinee-
sis de ATP.

Dichas rescciones se realizan en la membwana del tlacoide que -
es donde se Jocaliza la cadena transportadora de electrones pro-
veniemtes de la oxidacifa del agna (figura # 5), formando wm  ----
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A pH que es usado en sentido contrario que en las mitocondrias,

por el complejo CF1-Fo para sintetizar ATP, por Jo que podemos
declr que la fotofosforilacion estd acoplada al transporte de elec
trones medisdo por el gradiente electroquimico de protoues.
Para (niciar el proceso fotosintético es necesaria la incidencia -
de Iz sobre los pigmentos. La energfa luminosa abeorbida por
hiﬂgmamsaccesoriosesmfu'ldaaladomﬂhgyah-
gquenmmhimdemwnupecmmm-
otras moleculss de clorofila,

Cusado la luz es absorbida en forma de quamo por electromes -
&bﬁmm.mwmnmoﬁnleayh
molecula se encuentra en un estado excitado (figura # 6).

Hey relacifn cuantitstiva emtye el nGmero de quastos absor-
bidos y ¢l nimero de moleculas activades. Las reacciones fo-
wquimicas se carscterizen por los productos e -
Jos que m electréa ha pasado a wn orbital externo de mayor i
vel & un stomo o molecula electronicamemte excita-

do. Captada esta emergia rakamte, se tranemite a través de -

Ios hasta Ilegar al centyo de reaccifn donde se com-
vierte ea quimica, con la produccién de epivalente
y otro reducsor. Es considerar que ¢l

tro de reaccidn alcanza el estado de singulete excitado y que -

Mdmm&mnmw
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Electrén en nivel
ds alta energfn

axeitade Retorno al estado

PPy
e

(7).




22
oxidado e} centro reaccilp , que vuelve a su estado original cuan-

do recibe un electrtn del domador primario de electrones; este -
proceso se repite consecutivamente, dependiendo de la absorcién
de Is oz ,(20) de esta manera continua el evento dependiente de
la reaccitn luminosa con el transporte de electrones a través de
toda Ja cadena tramsportadora, desde el agua hasta el NADP+.
El hecho de que existan dos sistemas de pigmentos que absorben
lajux de loagitud de onds diferente indica que el ransporte de e-
Jectromes tiene hugar en dos etapas principales y con eventos ---
fosoquimicos el de reaccifn especifico .
La & 7 ostrs esquema d¢ la tramsmisién de la ener-
gia & travis de cada sisvema de .
El proceso de de electropes a través de ls cadena --
foe propuesta por Hill y Bendall (25). La forma em -
que SC SECUERITA la cadems tramsportadora de electro -
ses o membrane se en ¢l modelo propuesto por
(€), en & se nuestran los fotsistemas [ y I en forma de -
z ( figura & 8).
se al cloroplasso un electréa de su fotocentro ---
reactivo que se encueatra en el pigmento clorofiiaso es llevado -
acepior Q del FS-1I y después fluye en semtido descendeg
te por la através de PQ, Cit f y PC, hasta el ---
hmeco electréaico e P-700 o de del PSH que per
did eclectvdn y o pasd a través de la cadema que pass por X, -
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Fd, RANADP reductass hasta el NADP' provocando ls reduccién. 2>
de este ultimo.
El restabl ecimiento del centro activo del PS-1l a su estado re -
ducido es debido a la transferencia de electrones en el sentido
del potencial decreciente cuando se fotoliza el agua ( figura # 8).
Elm+eselacepmrelecu6nlcoﬁmldelacadmamnspor-
mmmmhw.mdm+mm-

tipos de aceptores electrénicos artificiales tales como Fe-
(CN)6 y quinonas pueden ser facilmente reducidos por el siste -
ma latacewo alalado ,ésto sugiere que Jos aceptores de PS5-1 som -
reducidos ea ¢l iado externo de la membrana del tilacoide. Asf-
el NADFH formado en la fase luminoss ¢s sprovechedo por las
exximes del ciclo de Calvin durante la fase cscura de la fowo --
sintesis.

se sabe que la fotofosfortiacién del cloroplastwo en -

vegetales y la fosforilacin qridetiva de las mitocondrias y bacte
rias estzn muty relaciomadas.
Abora biem , e por el cusl un fiujo electrémico pue-
de dar Jugsr a la formacién de una molecula de alto nivel emer-
gikico, representa uno de los problemas tedricos y experimes -
tales miis isteressntes en la Bloguimica acmales Hasta el momeg
0 una hipdtesis que trata de explicar el acoplamiento de estos 2
procesos( el trassporte de electrones y la sintesis de ATP) es la
efectuada por el Dr. Miwchell (45), besandose en puntos funds --
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mentales que corresponden a sistemas funcionales y estructura-
les especificos .

Hipieesis Quimiosmética de Acoplamiento .

Es una hipitesis alternativa dependiente de membranas intactas,
de considersciones de la fisiologia de las membranas en adicién
a la bioquimica tradicional, enfatiza la importancia de las reac-
clones vectoriales provocando transferencia de protnes a través
de Ia membrana.Se descrive en 5 poetulados:
l;mmpﬂmlmmmmmmwn-
mente impermeable a protones la cual encierra wn espacio inter-
no.

2- La membrana tilacoldes del Cloropiasto cotiene los transpor-
tadores de oxido- reduccita , y alll el fujo de electromes de mn
scarreador 8 otro tiene que estar obligadamente acoplado al trans
porte vectorial de igaes hidrogeso , cuando los cloropiasws e--
fectfen la del exvexfor al imerior, el fiujo de reductores
equivalentes alternan con un acarreador de electromes a su aca -
rreador de hidrgeaos (PQ) y otra vez regresan el primero (figu--
ra#9).

3- Este fiujo newo de lomes de la membrana prodc e dos efectos;
8) que el sea més fcido que el exterior, esta -
bieciendo grad  de pH; b)-Logra que e interior sea mds -
electropositivo. Para prevesir la formacitn de una diferencia de -




membrana tlacowde
exterior

# 9~ Aosplamiente
a de la

el fluje &¢ eguivalentes
eta la treasiscacifa &¢ fenes hi-

interior
oudacion del

2 +%G

desls el exterier hasis el interier (45).
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cargas eléctricas excesiva debe existr una forma que permita una

libre difusicn de otros iones, acareadores especificos en semtido
mmdmpdemméummnmmdm-
tiempo para neutralizar las cargas positivas.

4- La suma de las dos fuerzas generadas por la diferencia en la
coocentracidn de lones hidrégeno (8 pH) y la diferencia de poten -
clales eléctricos a través de la membrans (A) ) es llamada fur-
za protwonmotriz o diferencia de potencial electxroquimico de proto-
pes (Aall) , expresads en unidades elctricas ( milivoirios).

Ani = Ay 4+ RT [a0H)

Donde R = es 1a dehlg;

T sda temperstura absaluta.

}" =ta constante de Faraday.
La fuerza protormotriz ¢s la que maneja la de ATP.
S- La foerza prowemotriz actfa para formar ATP via  enzima
apisotrépics unide 2 1a membrame que uwtiliza el fiujo de bidndge--
208 en semtido imverso, es decir hach el CFl o complejo ATPasa
sintetass (sintetizando ATP en la direccién indicada y sctusado co-
mo ATPssi em la direccidn comtraria ).
Ba el diagrama de la figura # }J0 moestra jas formas més sim -
plificadas que el Dx. Mixchell ha propusto en ¢l modelo la accidm

de ésta enzima trabsjamdo como una ATPasa,
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La doble funci6n de ésta enzima ( sinesis y degradacion de

ATP) serd uno de los objetivos de la revision bibliogrifica, estu-
diando ambas acﬂvldade!;pornndlﬂcacla\es quimicas y entre--
cruzamientos.
Il.- FACTOR DE ACOPLAMIENTO ( CF1)
Durante la resccifn de fotofosforilacién o sihtesis de ATP se en
cuentra acoplado, al flwjo de electrones ( via un intermediario -
comfin ) el gradiente electroquimico de protones. Un determinado
ofmero de reactivos o de trataml incrementan o aceleran el -
firjo de electromes desacoplados, ya que no tienen capacidad de sin
tetizar ATP. Dicho desacoplamiento puede ocurrix, por ejemplo, du
raste ¢l tratamiento con EDTA causando la liberacifin de uns prote-
foa de la membrana dei tilacolde, dejando asf un hueco por donde
se saldrin los protones bejo comdiciones apropiades. La proteins --
liberada se puede recolocar a la membrana recuperandose la foto--
sin estimujar el flujo de electrones. En estas condi--
ciones el reacoplamiento de la proteina dé como resukado Iz since
sis de ATP ssl como el :transporte de electrones, a ello se le ba
degominado factor de acoplamiento ( F1 ) o compiejo ATP-asa ---
(3)
Bajo algnres circumstancias reactivoe sintetizados incremeotsan la -
fosforilacifn en preparaciones que han sufrido desacoplamiento de-
su protefsa. Por ejemplo con N, N-diciclobexilcarbodiimida ( DCCD)
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se estimula la fosforilacién en los tilacoides de cloroplastos de es-

pinacas tratados con EDTA, indicando que el CFl remanente efec--
tia la simesis de ATP.

Descubrimiento del Factor de acoplamiento ( F1 ). -

Los primerus estudios que demuestran la existencia del factor de
scoplamiento ( F1 ) fueron llevados a cabo por Jagendorf y Smith
( 29 ) quienes encontraron que en Jos tllacoides de cloroplastos tra
tados con soluciones de EDTA la fosforilacitn no se llevaba a cabo
en ciertas regiones protéicas de la membrana. Avrom ( 3 ) demos
tré que un factor libil al calor se separa durante el tratamiemto --
con EDTA y que al adicionar el captador de EDTA en presencia de
wﬁnmmhmuum-
desacoplade. Lo anterior sugirid que ese factor l4hil es de tipo --
protéco .
Vambutas y Racker ( 75 ) observarén que los tilacoldes comtiemen -
poca o oula actividad de ATPssa, demostrando que durante el tra-
coa tripsine jos tilacoides desarroliaben una actividad de
Ammde&ﬂ.ﬂnueemﬁohmnndﬂnde-
la ATPasa lstente se obtuv$ al incubar Jos cloroplsstos con EDTA
precipitar e sobrepadente con acetons y efectmar extraccifn de --
los polvos acesfimicos con soluciones reguladoras, emcomtrindose -
que éstas preparaciones estimulan la fosforliacidn en Jos tilacoides

que se expuestos 3 lavado con baja fuerza-idmica, -
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Esta preparscion es por consiguiente and loga al factor de acopla ---
m ieoto (F1) en las mitocandrias, en los cloroplastos se denominé fac-
tor de acoplamiento-CFl,
Actuslmente se usa el mefodode Lien y Racker ( 31 ) para la purificacion
hamogénea del CF1 , a través de la liberacitn del CFl can EDTA puri--
ficado por cromatografia , usando colurrra de DEAE - Sefadex y centri-
fugando en un gradiente de denwidad de sacarosa, la preparacidn obteni-
da es homogenizada. Se ha demostrado en estas condiciones que el CF)
thcmaaivldtdupacﬂhdeAMdependlulech‘ﬁy es ca-
paz de hidrolizar 34 micranoles de ATP por miligramo de protefna --
por mimuto ( 16 ).
IV.- REACTIVOS QUIMICOS ( 83 ).
El wso de métodos Guimicos directos se ha empleado para el estudio de
los pliegues en las cadenas polipeptidicas de las protefnas , basandose
ea la localizacitn de las uniones quimicas intrs o intercadenas. El enla
ce disuifuro es el que se encuentra mis comunmente , su hallazgo es
W paso importaste para determinar ) madelo tridimensicnal de las --
El mébodo mis versitil es la reaccidu de la proteins con reactivog bi--

» Jos cuales poseen dos grupos reactivos capaces de reaccio-
sar comn ella formeado puestes entre los sitios de las cadenas de amino--
acidos.

Enls de la protefos con los resctivos bifunciomales , 3 tipos de
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productos son loe Importantss , los cusies nos dan informacién acer-

ca de la estructura y funciin de la proteina , estos productos son:

1, -- Proteina con enlace cr;n.ado intramolecular . - La determinacion
de este tipo de enlace da informacion especifica acerca de distancias
interresiduales de proteinas, situéndolas en su estrctura terciaria,,
ademas mide el efecto de los enlaces covalentes en su estabilidad.
2. - Prote{na con enlace cruzado intermolecular ( homopol Imeros ).
Este enlace proporciona un modelo excelente de interaccién proteina
~ proteina ( subunidades ) y da estabilidad a las proteinas activas,con
peso molecular alto,

3. - Complejos proteicos con enlaces cruzados intermoleculares.,
Compuesto de proteines diferentes ( heteropolimervs ) o de proteinas
més ctras moleculas. Nos informan acerca de las interacciones pro.-
tefna-proteine, ejemplo interacciin antigeno-anticuerpo.

Seleccifm del Reactivo y Condiciones de reaccidm, -

Ls seleccifm del resctivo adecundo pude ser determinada primes --
mente por ¢l producto especifico deseado . La selecciin esti limitada
por el raago de establlidad de 1a proteina y del reactivo en cuestitn,
Es importsate difereaciar dos tipos de reactivos: los homofuncioon--
Jes,los cusles ticnen dos grupos resctivos ideuticos y los -
ciomsles, los cusles tiemen  grupos resctivos diferentes, estos ul-
timos permiten que se Lleva a cabo una resccién secuencial controla-
da de cada grupo reactivo en turno,
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Un grupo de reactivos heterobifuncionales fueron probados ( 86 ).

donde lo8 dos grupocs presentes son reactivos bajo diferentes condi--
ciones, uno de los gr upos es reactivo en la oscuridad y el otro re --
acciéna a la luz o foroactivable (los derivadoe diazoalquilo y arflazi--
das son ejemplos de grupos foroactrvahles) con este tipo de agentes
1a secuencia de la reaccifn puede ser definida.

Un problema comtin con los resctivos bifuncionales es la baja solubl-
lidad en soluciones amortiguadoras acuosas, por lo tanto cuando se --
desean con todos los sitios proteicos se usa mezcla de solven
tes Como acetona-agus, dioxano-agua. Si no es posible la wtilizacifn -
de soluciones acuosa para la reecciin el método mis indicado es a-
dicionar a la saluciin proteica ume solucidn concentrada del reactivo
diuido en un solvente orginico ( acetona , alcobal ).

Bs importante conocer que la velocided Gtima de reacifn se obtiene -
cuando & reactivo es afiadido lentamente ( en formma contimm o con in-
crementos pequelios ), Velocidades bajas de reaccion s on  obtenidas
ceando al reactivo se la permite grecipitarse o cuando és afiadido como
s8lido.

Los principales parimetros a considerar en la eleccién de las con-
diciones de reaccifn son; concentraciSa protéica , cociemte de con-
centracién protelRa-reactivo , pH y fuerza ibnica.

En ia figurs # 1l se ilustran las condiciones de la reaccitn que fa-

voreces a sus difarentes m.me‘bmde
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fF - yosden oor usndes 1a--

dal reastive. I= o u

do dos Jretefnss, b = aalace ds wma pro-
o= (83.



equilibrio mon6émero-dimero siendo considerado el caso més comun
Una alta posibilidad de unién de dos proteinas podria localizarse en
la parte superior ( figura ¥ ll-a ), una menor posibilidad de union
en la parte inferior .Si se desea un enlace intramoiecular de una -
proteina simpie, la condicion de la reaccién que favorece. la forma
monomérica es la baja concentracién proteica ( figura # 1l-b).Si se
desea un enlace imtermolecular ( figura # ll-c) entre moodmerovs es
pecesario que las condiciones de la reacién sean seleccionadas para
establlizar un sis.tema de asociaciée entre ellos.

Obviamente cxisten mdltiples variables que afectan la interaccién re-
activo-proteina y del reactivo.

Cargcterizacida de los Productos. -

La carscterizacibo de Jos productos requiere el mismo procedimien-
o que la caracterizacifa de las proteinas modificadas con resctivos
monofmcicasles. El exceso de reactivo es eliminado por didiisis, fil-
tracién ea gel 0 cromstografia; la mezcls reaccionante es fracciona-
da en sus componentes en base al tamadfio ( fikracitn 0 sediments --
cién ) 0 en base asus propledades idnicas ,0 de solubilidad ( intexr-
ambio de ioaes , electroforesis o sistemas de particién ) y cada de-
rivado proteico seri caracterizado por pariametros bioquimicos, fisi-
€08 ¥ Quimicos.

Existea sia dos preguntas relacionadas con la reacci6n pro-

telas - resctivo ; .- i Ambos grupos funcionsles de ca-
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- da molecula de reactivo reacciona con la proteina ( reaccién -
mono o bifuncional ) ? ; 2.- ; Dénde se forma el enlace, intra o
intermolecularmente 7. Para el enfoque de la primera pregunta -
es pereseric degradar, aislar y cuamtificar individualmente los -
residuos protéicos, si esto no es posible se determinari la can-
tidad de reactivo incorporado a la protelna y el oimero de ami-
noacidos Jreaccionantes por mol de reactivo incorporado , pars es-
te Gkimo el método més correcto consiste en ulli zar un reactivo
radicactivo, determinagdo el total de radicactividad en el deriva
do protéico . Los métodos basados en absorcién ultravioleta o de
fluorescencia tienen dos limitaciones ; la primera, 8i el reactivo-
reaccions con més de un residuwo en la proteilna, cads derivado -
puode temer diferentes caracteristicas espectrales; la segunds, ios
efectos microambieatales en la proteins forman derivados i -
cos que deben tener diferente absortividad molecular y producir -
emisién de quantos en diferentes pruteinas . En muchos casos el
reactivo puede reaccionar con el solvemte y el aolvente “blanco ™
babrd de ser locinido en experimentos paratcios. Una vez deter--
minado el némero de moles de reactivo incorporado por mo! de --
proteins, el paso s seguir cs cusatificar el nGmero de moles de
smisoacidos resccionantes . El anflisis cusmtitativo del aminoecido
después de ma bidrlisis compieta puede ser efecruado con una —-
precisiia de +, -~ 2%, .Esto es suficiente sl la reaccién involucra
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20 ¢ o més del wotal de cualqul er aminpAcido .Cuando los derivados

80D separados rapldamente , otro método se usacomo la preparacién
custitativa de derivados estables con residuos no reactivos entre la
evalicidn del ndmero de residuos reaccionantes con el reactivo bl -
funcional del ndmero llberado por. hidrolisis .Si el cociente es 2
se concluye que el reactivo reacciona bifunciraalmente y que cada
moleculs ha formado unpueste covalente .Con un cociente de 1, el
reactivo tiene solo una via monofuncional y el segundo grupo funcio-
alno reacclons o Jo hace con el solvente , dando producto estable
do monofuncionalmente. Coclente que fluctuan entre 1 y2 0 -
viameste significan uns mezcla de derivados con puences y sin ellos
Sobre is segunde pregunta : Sl dimeros o polimeros han sido
dos por enlaces intermoloculares.- Elios pueden ser detectados por
cusiquiera de los métodos convencionales, tales como medicidn hi -
drodimamica , fitraciéa con gel exc. . La diftculrad principal encon-
trada para distinguir puentes iotra o intermoleculares es causads -
poxr falsas positivas , en muchos casos , cambios quimicos minimos
de protefaa cansan agregacién del producto siendo importante --
distinguir: estre unidn no covalente y covalente , en el caso de que
Is proteina reaccione con el reactivo biftmcional .La solucidn més
l6gica de este problema incluye el uso de solventes o agentes capa-
ces de romper fuerzas mo covalentes, como las sales de guanidina

, Erea , dioxsno y valores extremos de pH . Con ello -
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seria posible establecer inequivocamente si se forman puentes in-
termoleculares.

Degradecién de Identificacién de enlaces pépxidicos. -

La determinacién de enlaces covalentes demtro de la proteina esta
basada en las técnicas para la localizacida de uniones disulfuro ,
cualquier méodo para separar una unibn peptidica puede ser usa-
do_para realiza una digestion parcial del derivado protéico; la &
gesti6n con enzimas seleccionadas tipo tripsina, quimiotrispine y -
pepsine som técaicas muy usades. A pesar de aislar el enlace pep-
tidico, Jo cual es facilitado por marcacifn de cualquier caracteris-
tica en &l reac tivo (radicactivided, calor) el problema de idemifi-
caciie de uniomes peptidicas permacen , por o que esta fase es -
simplificads si se Jogra romper o remover el puente simético y -

trabajar con cada uno de los péptidos separados individusimente,
Clasificacifn de {08 reactivos.

1. -Maleimidas Bifumcionales.
Los derivados N-sustituidos de las maleimidas son conocidos como
espocilicos para los grupos SH (44), son los resctivos pa-
ra prote{ass més especificos, reaccionan bajo muiltiples coadicio-
ats ycom minimo de error. La sbeorcidn uitravioleta asociada
com je resccifn de los derivados de las maleimides con grupos SH
pos dam un mésodo pars ¢l seguimiento exacto de la reaccifn. Loe
derivados N-sustituidos de las bismaleimides proveen mayor espe-

cificided y som reactivos ficiles de wilizar.
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Muchos son los derivados que han sido sintetizados y estudiados -
DTEM, OFBM como bifuncionales y DINP, DDPM como monofun-
cionales, todos son insolubles en agua y son generalmente adiclo-
nados como:sélidos l;osN-a.rllyN-et:llnulelmlchs (NEM) han si-
do preparados y son utilizados como resc tivos monofuncionales -
andlogos.
Los productos de la reacci6n con proteinas no siempre son suscep
tibles de ser separados en sus componentes, sobre todo agquellos -
con unidn tipo imido.
2. -Alquii Haluros Bifuncionales.
Son resctivos que reaccionan primariamente con grupos SH, sulfu-
ros, imidazoles y amioos de las proteinas. A un pH neutro o lige-
ramente alcalino, la reaccién con grupos SH de las proteinas se -
faciliza & un pH alto (muy alcalino) la resccién con grupos amino -
es mayor. La reaccifo con las proteinss puede ser seguida por -
el grado de captaci6n de KOH s un pH fijo (88).
Ls experimentacifn con los primeros resctivos descublertos de es-
te grupo al reacclonar con lisosimas y al determinaries ls locali-
zaciéa de los enlaces demostrS: que Jos productos tienen doe tipos
de derivados cos sccifn mosofuncional (709) y bifuncional (309). -
Ua ejempio de reactivo monofuncional es la lodoacetamida. Los -
compuestos descublertos posteriormente fueron preparados especi-

ficamente para rescciosar coa el sitio activo de la quimiotripsins
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{57), en é&stos la idea fue introducir un sustrato afin (anillo aromdti-

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

puentes peptidicos estrechamente relaclonados con el sitio de unida -

del sustrato.

3. -Aril Haluros Bifuncionales.

Dos son los prowtipoe de estos reactivos homobifuncionales (p.p'-di-
fiuoro m-m' dinitrodifenilsulfuro 1,5 difluoro-2, 4 dinitrobenzem).
Estos reactivos tienen las sigulentes carac teristicas: son insolubles
en agus, reaccionan en una fase preferemtemente con grupos amino,
feaflicos de la tirosina, sulthidr{lo e imidazoles, requieren un pH -
aito pars ums ripida reacci6n, son adicionados generaimente con una
solucién de acetona. Los productos formados son visibies
ea el espectro ultravioleta, la hidrélisis alcaline de sus derivados li-
bera los amiacecidos resccionantes, tefricamente separsbies por re-
duccién catalftica (82).

Estos resctivos fueron elaborados para reacciooar con diferemes ti-
fos de coligena y proteinas solubles. Ademis el estudio de la es-
tructura tridimensional de la ribooucicsasa (44) la sintesis de poliplp-
tidos y 1a formacifn de uniones covalentes en pares de proeinas (5),
como ejemplo de elios tenemos al F2ONB,

4. -isocianatos Bifuncionales.

Hasta el momentiv son seis Jos compuestos de este tipo ( 1. -Xilileno-
dimchnm-z.:l'ohmo-z,bauocum-s.-‘rohmd-z- iso-

4 - isotiociansto - 4.- 3 - meoxidifenilmetano - 4,4 - dii-
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socianato - S5.-2,2° -Dicarboxi - 4,4 - Azofenildiisocianato - 6. -Hexa-
metilendiisocianato) , que reaccionan con aminoacidos y protelnas (56).
Los laoclmmgenenl}wciomnconamlms formando ureas sus-
ttuldas con alcoholes para formar uretanos, a un pH neutro o alcalino
la mayor resccifn es con los grupos amino. Los derivados resultantes
pueden ser separados por hidrélisis écida ( HCL 6N, 105 °C, 20 hs).
S6lo uno de los seis compuestos es soluble en agua, los grupos alifd-
ticos de Jos isocianatos son memos reactivos que los aromiticos. Los
di-isocianetos proveen una gran variedad de uniones. Los primeros --
custro resctivos wilizados ban sido para formar uniones covalentes -
doe diferentes moléculas de proteinas, los dos restantes para el
emudio da la miogiobina (17), quimiotripsina y ribobucleasa (56).
S. -Reactivos Alquilantes Bifuncionales.
de reactivos incluye una amplia variedad de compuestos de
diferestes dimensiones y resctividad, también tiene andiogoe momofun-
cionales. Caalquier reactivo alifitico 0 aromético derivado del icido -
6 icido disuliémico puede resccionmar como siquilante bi-
fwcional, formando en laces covalenstes con la proteina. Dos grupos -
demuaeh-‘lm: 1. -Nitrofeni] ester del écido dicarbo-
xf¥icn - Sw resctivided especifica no es muy alta, los grupos amino --
alfa y epailon del resctivo som los més accesibles. Para hacer reaccio

RAr estos reactivos con la proteina se necesitan condiciones extremas
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(exceso de reactivo) 2. -Sulfonil cloruros aromiticos. Estos reactivos
son insolubles en agua e hidrolizan répldamente a sulfonil cloruros -
(24), rencclomnoongmpt;aamlm. resultando un enlace sulfonamida
estable. Los reactivos alquilantes heterobifuncionales son de loe més
usados actualimente para el estudio de reacclones con metionil-RNAT
sintetass,
6. -Imidoesteres Bifuncionales.
Los reactivos imidoester mono y bifuncionales con ficiimente sintetiza-
dos a partir de nitritos andlogos (70), son solubles en agua, reaccionan
con alta especificidad sobre grupos amino primarios de ias protefnas con
1as que forman amidinas, reaccionan con residuos de lisina sin ocaslonar
cambios lmportastes ea la protelna. Algunos resctivos se usan para de-
terminer distancias interresidusles en ribooxleasas (23), otros se usan
para explorar el arregio arquitecufinico de 1as lipoproteinas de la mem-
bresa dei eritrociw y actuslmente, para ¢l estudio de la estructura de -
las subunidedes de proteiras oligoméricas (13). Un ejempio de este - --
grupo son DMS y DTP (bifuncionales).
7. -Disldebidos Alifiticos.
Algmos reactivos fueron hechos reaccionar con DNA para el estudio del
mecanismo del dafiv por radiacidn, demostrindose la formacida de enla-
ces cor & (7). Los reactivos poseen baja especificidad para algunos gru-
pos foncionales en I protelfa, sin embargo, grupos amino y SH son pua-
08 primssrics de resccida. La resccién con grupos amino df derivados -
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estables; a] reaccionar con proteinas solubles produce la formacién de
un enlace intermolecular.

8. -Miscelineos.

Mikiples reactivos bifimcionales o polifuncionales que no correspon-
den a la clasificacidn anterior son incluidos aqul al demostrarse que -
causan enlaces con proteinas. Algunos de elios parecen actuar como -
agentes condensantes, facllitando la formacita de uniones amida entre
el grupo amino de lisina y &l grupo carbonll del écido asphrtico o ghutk
mico en la proteina (84). En otros reactivos solo un grupo funcional --
estd presente para formar uniSn covalente, el segundo grupo funcional
imteractia con &l sitio activo de la proteina; algunos de jos reactivos --

ea aste grupo son: ¢l O-IB y el DTNP.
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PROPIEDADES DEL CFl AISLADO

L - ESTRUCTURA DEL FACTOR DE ACOPLAMIENTO
£l CF] es una proteina solpble en agua, de color verde claro y alta
afinidad a unidn o covalente con nucledtidos (33). A la microsco -
phe!ectr(micaoeohetnco:mmesfmdema%i de dlime-
tro, (19).
Estudiado por electroforesis el CF1 purificado muestrs cerca de tres
males de carbohidratos por 100 moles de aminoacidos, se le detecta
ron ribosa, galactosa y glucoss como azicares predominantes (63),
Harris y Slater reportan que el CF1 contiene menos de un mol de ADP
y ATP/mol de CF1 (22), otros estudios refieren una relacién mayor,
kasts de 1:1,
Al igwal que en las mitocondrias el Fl de cloroplastos y el Fl bacte-
riano es 14bil y disocieble en frio (32).
El peso molecular del CF1 fue determinado usando la técaica de ul -
ita (16), se procedib s centrifugar a altas velocidades
wee muestrs de CF1 de 0. 36 mgs /ml, (10,000 a 14,000 rpm) obtenlen
do  peso molecular de 325,000 con une desviacitn standar de t 600,
dicha cifra fue comparada cor una obtenida a bajas velocidedes - -
(4,400 rpm) y usa coaceatraciim protéics de 0.6 mgs/ml, sieado el
peso molecular ssf menifestado de 358,000 + 3,100. Cuaado se efec
tud el mismo procedimieato de uitracentrfugacitn con HCl-guanidina
S M ¢l peso molecular determinado fue de 62, 000. ,
El peso obtenido med ese estudio es similar al encon-
trado es el factor de acoplamiesto de ciras membrasss, por ejemplo
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para el F1 mitocondrial es de 360, 000 (67).

Como toda gran proteina el CF1 estd compuesto de subunidades la es -
tructura de las mismas fue determinada por microscopia electroanica
(33). Con el uso de electroforesis en gel de pollacrilamida-DSS (64)
se encontrd que el CF1 contiene 5 cadenas polipeptidicas identificadas
como subunidades y desominadas of , $, ¥ , 8, &

de acuerdo con su peso molecular decreciente, algunas de sus propie
dedes san expuestas en la tabla #2. El tratamiento con piridina se -
guldo de sulfato de amanio en forma fraccionads y técnicas de croma-
tografia permiten la separacidn de las subunidades del CFl en forma
desoaturalizada, obteniendose el mismo nimero de subunidades - -
(50,51).

Otro método usado par Binder es la separaciin de las subunidades,
disociando la enzima con dodecilsulfato de sodio (D5S) seguido de una
cromatografia con hidroxilapatita eh biogel P 300 (6).

Los polipéptidos tieaes diferente composiciia de amincecidos y pro-
piedades antigénicas diferenciadas claramente unas de otras (6).
Parroa (16) mediante el andlisis del CF1 purificado encontrd que ésta
exzime esth compuesta de los signicates aminoacidos: lisioa, histidl
ma, arginina, écido aspértico, treonina, serina, icido ghutimico, pro
line, glicing, alsaine, metionins, isoleucing, leucine, tirosine y feui-
lalssioa. Las determineciin de aminoacidos de las subxmidades fue tam
biéa efectuado por Nelson (50), cusntificsado el contenido de écido -
clstéico por ia oxidaciim del icido performico de las submidades. Bim
der (6) por idestificacion del icido distéico y titulscin con 2, 2 ditio -
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Tabia # 2 .~ Propisdedes do lse submmidedes 4l O71(33).
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o~Intes do y Nemmes 1976
s.~Intes &s Biader 1978.
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piridina. Estos dos estudios dieron resultados similares excepto para

algunos aminoacidos como son merionina, tirosina y cistefna.

Aunue existe el acuerdo general de que CFl con funcion de ATP-asa

contiene cinco subunidades, la estequiometria de las mismas es contro

vertida (67). Miidriples han sido los métados utflizados para obtenerla,

siendo tres los mis importantes:

1. - Baird y Hammes (4), teniendo como antecedente el peso molecular

referido por Weber y Osborn (78) ordemnaron las subunidades, de acuer-

do a su movilidad en gel de poliacrilamida-[5S contra el logaritmo del

peso molecular en una curva patrin, determinando los valores del peso

molecular de las mismas como sigue: para alfs de 59,000, beta 54,000,
99,000, deita 20,000 y apsilon 13, 500.

Los mismos sutores realizaron pruebes, entre el CF1 salubilizado y

reu:tlvuhl!mhnlu(l’zﬂm. DMS, DTP, u,oz y&ﬂnoamigum

reactivos especfficos para grupos existentes en los aminoacidos, encon

trando lo sigulente:

») El F,0NB es capaz de formar puentes de 3 A estre grupos amino y

grupos fenales de la tiros

b)msymtampmdellimegrmam .

c) HyO, y CuP faclitan 12 oxidacibn de gropoes SH, formando puestes

disulfurc,

El CF1 fue sislado y precipitado con sulfato de amonio, activaciie con

calor y rescciones de estrecruzamiesto con los reactivos  fomales
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mencionados. Los resultados de las reacciones fueron determinados

mediante elec-—foresis en gel de poliacrilamida-DSS y tincién con -
azul de comassie, y posteriormente graficados como se muestra en
la figura # 12-3. Se encontraron compuestos proteicos llamados - -
“agregados” los cuales estan formados al menoe por dos subunidades,
se les determinaron pesos moleculares encantrando valores mis al -
tolencndacmycmcadnructho(fkm#mdehg_nhl).Para
canocer las subunidades que forman estos "sgregados” Balrd y Hammes
(4) realizaron uns electroforesis vertical y una horizontal con dodecil-
sulfato de sodio (DSS), logrando separar 108 puentes formados entre la
subunidad y el reactivo, aclarando de &sta forma a que subunidad per-
temece cada “agregado” (Figura # 13).

Los resultados obtenidos se agruparon en dos tablas wna donde se ano-
tan todes las subunidedes, “agregados” y su constitucitn (tabls # 3) y
mdﬂenmm&duy"m"m&dmdepuomo-
lecdneuﬁuumbhnclmupulﬂu(eohmgdehumﬂ),
descartando los "agregados” que no se encontraron con los reactivos
( b de la tabia # 4),

Con los datos anteriores la estequiometria encontrads por 1os autores
toe:2&¢ ,2 , L8y 28 (figura #14). Proponiendo un modelo en el
culil se colocn lss de acuerdo & 1os resultados bésicos ea
comtrados. Las subwmidades alfa y beta son las mils pesadas y se en -

Cucalras ea contacto con gamma, delia y epsflon, comoe 1o demuestran
las reacciones de entrecruzamiento, deita esti alejada de gamma y
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13-~ Kectreforesis vertisnl y horisental e gul de

e formam les “agregades” eon iadion-

ol Seastive utilisedo, para Ose wee , pure 90 ~—

b 7 pemn  initea que 1a mamcha fus vists e todes-
esusados (4 ).
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epsilon por no encontrarse relacion entre ellas y los reactivos, (no se

eacontrd enlace epsilon epsilon) lo que indica que estan separadas, pe
ro muy cerca de gamma por 3u reaccifn con ella.
2. - Nelson (50) utilizando la radicactividad relativa de las subunidades
del CFl y después de electroforesis en gel de DSS concluye una ante-
quimetrfade 2.1%¢ , 2.0 P, 0.9 ¥ , 0936 y1.2§ .
3. - Binder (6) cusntifich la cantided d= colorante azul de comassie que
se ume a una cantidad conockia de subunidades purificadas del CFl, des
pubs de separarias por electroforesis en gel de paliscrilamida-DSS,
calculd 1a estequiomety {a en relaciin con la subunidad gamma y propo
Be que tiene 1.0 subunided /mol encontrando 2.1 paraed , 2.1 B,
0.4 § yrs{.
El contealdo de grupos SH en el CF1 y la disposicitm de sus submnida -
des estén de acuerdo con  estequiometrfa 2, 2, 1, 1, 2, (33).
Farros y Racker (15) al realizar la activiaciin del CF1 con calor y 0~
tros reactivos, cusatificsron el nmero de grupos SH existentes en la
exzims, tomeado como aatecedestes 10s sigulentes:
s) lirea adicionarse en concemtracion 8 M en dodecilsulfato de
sadio al 10§, permite que las sutumidades se separen y mani
fiesten sus grupos SH.
b) E1 ditiotreitol (DTT) al reaccionar con e CF1 (rompe) re-
dace los puentes disulfuro.

c) La lodoscetamida reaccions especificamente con los grupos
SH.
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Los agores emplearon una concentracion de 3.7 mg de proteina /ml de

solucitn amortiguedora, incubarcn can calor, urea y DTT, precipita -
rmcautﬂfa:odeumnioiresmpendleronypasarmporcrornatogra-
fla, Al eluldo obtenido le determinaron el niimero de grupos SH exis -
tentes mediante dos experimentos; en el primero titularon los grupos
SH con ditio-nitrobenzoato. En el segundo identificaron los grupos SH
por su unién con el reactivo monoespecifico marcado (lodo.cetamldn-cl.‘)'
Los resultados se muestran en la tabla # 5. En el primer experimen
tx a). Durante la activacikin con urea se identificaron 8 grupos SH, b)
al spricar ademas DTT se ideatificacin 12 grupos SH. En el
experimento; 8) Al CF1 sia activiacifn se le identificaron 2 grupos SH,
b) al activar com calar se detectarom 4 grupos, ¢) con calor y urea se
8 grupos, d) y con calor, urea y DTT se identificaron de

12 3 13 grupos SH/CF1.

(6) en el mismo experimento pars la determineciim de amino -
acidos eacontrd 13 grupos SH/mol de CF1.
McCarty (33) usando reactivos monofuncionales radicactivos (NEM-CL4)
eaconttd 8§ grupos SH en las subunidades alfs y beta, 3 en gamma y 1
en epaflon. Estos ultimos resultados son los mis aceptados actualmen
te.
Coacinyendo, cusndo se determine el peso molecular de las subumidades
y se suman wilizendo la estequiometrfa 2, 2, 1, 1, 2, se encuentra 86
15 w diferencie de 3, comparada con el peso molecular total del CF1

(33).
Los Drs. Castley y Hamunes trabsjaron en la clasificacion de los sitics
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Reactivo adicio mmoles de

on nado durante la Protefma  D.O)' CPM SB/330 agr
incubecidn. mer. ds proteina
Experimento 1 8 M d¢ urea 320 0,108 _— 8.15
(sin tratemiento) @& ures ¢
0.054 4s DTT 300 0.1% -— 12,2
Experimsato 2

Ll T

do IM-
“ - 3-” ——— 435 1.”
») Tratedo com
oalor.
-63°0, ) min. gﬂ;lan-
166 —— M0 3.5
-£63°C, 3 xin. de ures +
’ 0.00 de IA-C14 26 —— 104 8.9
-‘3.3.3“. de uwres +
0. e DPPe

0.01N do 1A-034 197 —— 1440 12.7

13.2.

Tabla # 5 .~ Determinacidn &el occntenido ds grupos SH medisnte -
dos sxzerimmmtos, variando el reactivo utilisado durants la in—
¢l primsr sxperissnto nearon ls dsnsided optics (D.

0.)ym al cusatas por milidn (CPFN) para dstermiasr los
resul a5). 1a-c4e Iodcacetanids, DPP= Ditiotreitol.
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de unidn para nucledtidos en el CFl de cloroplastos (10), midieron la

distancia del sitlo de unidn de nucledtidos a la del sitio de union del
resctivo, para lo cual empiearonlatécnlcade la transferencia de -
energia fluorescente, Se tomaron en cuenta los siguientes anteceden
tes;

&) De acuerdo con Nelson (73), sometieron a 1a enzima a una diges-
tién con tripsina, las subunidedes que soportaron estas condiciones
de digestiin fueron alfs y beta, ambas presentaron una alta capaci -
dad de actividad de ATPasa,

b) La actividad de ATPasa en el CFl puede ser inhidiba por la re -
acciin con el NBS-Cl gue blogques grupos tirosina en la subunidad
beta (14).

c) Camtley y Hammes (9) hablan sugerido un sitio activo localizado en
1a submided beta pars la hidrilisis de ATP en el CF] actividado por
calor,

d) E1 CF1 sclubflizado contiene dos sitios de uniSn catalfticos comsi-
derados como los reguladores alostéricos conformacionales para la
ATPasa ictivada. ‘

Ea el trabsjo de mediciin de distancias por transferencia de energia
flsorescemte, se emplearon mcledtidos fluorescentes anélogos tales
como {-ADPy & c-mmugmus)mMm
y NED-Tirosias y grupos amino como aceptores.

De acuerdo s 1a teorfs de tramsferencia de energia desarrollada por
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Firster en 1959-1965 (18), en relacion a la distancia del par donador

aceptor, se concluyerocn tres puntos:
1. - El donador y el aceptor deben unirse especificamente en los si -
tios de unidn.
2.-anud&dehﬂmreaceacheneldomdordehemdehldaah
energia transferida al aceptor y 0o a algm otro cambio del donador
ido por su accidn con el aceptor,
b un modelo para calcular la distancia entre los siios de
en caso de existir miiltiples sitios para donadores y aceptores.
Blhuunilﬁaepmpmcmmodelopanlmaklmdemﬁnaw—
cleftidos en el CFL. En las subunidades beta sélo se encontrd un si
tio de waifm para la reaccia con NBD-C1 siendo 1os grupos tirosion
hqurwcu-mcu&.&uuﬁnumcdocadam
del sitio activo de diche subunidad. El sitio de alta afinidad pera la
a macleitidos esta colocado tentativamente en 1a subumidad al -
fa 040 A del sitio NBD-tir de la subumidad beta (11).
ios més recientes de Cantley y Hammes (11) reportan como 1o
calizarcn sitios de unifn a reactivos monofuncionales especificos y
1a mediciSa de ellos a partir de los grupos SH-c de 1a subuni-
ded gamma. (kilizaron el CF1 alslado activado con calor y tres pares
de juegos domedor-aceptor, COMO $¢ muestra cn la tabla # 6, Pri
meramente los grupos SH-cistefna (normelmente presen-
tes ea el CF1) mediante wilizacién de wmn reactivo jemal como
udﬂﬂﬁﬁ)pﬁsmhmmﬁn%ﬁemm

(35). Luego activaroa el CF] con calor y adicionaron reactivas moso
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Siktio de aMs afinidad
Py nedwtidos

-’---
o
3
»»

ke —_—
|
l
b
218~ dal OF1, b medele la
Jea sitics ds rescoida & al sitie d¢ alte afi-
a Kl sitio activo pers 1a hidrolisis de ATP

supnostanmnte sste 1ecslisede en 1a subumidsd D ( 9 ).
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2.- (2 R R A E SR N AN ERRNNZJLNNSHNHNZJ] umm

3.-‘m [ E R E RN RN ENELENNERRENERENS NN ] m

Tadla £# 6 .~ Zsectivos aonofuncionales especifiocos utilispe——
dos como juagos donedor-aceptor parm medir distancias entre loe~
sitics d¢ mida (11) .
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funcionales anilogos al NEM como son NBPM y DDPM los cuales se u-

nieron a otros grupos SH resultantes de la activacion con el calor y
localizados cn la subunidad gamma mediante clectroforesis con gel de
poliacrilamida-DSS. Aplicando el método de energia fluorescente mi-
dieron las distancias de 1os grupos SH en la subunidad gamma a los-
sitos de unitn de quercetina ,NBD-tirosina y sitios de alta afinidad a
nucledtidos (& -ADP ) (11).

Concluyeron que existen dos sitios de union en la subunidad beta pa-
ra NBD-tiroeina , dos en la subunidad alfa para la quercetina y dos
para mucledtidos (f,- ADP). Las distancias encontradas fueron 30 A
de NBPM a quercetina, 34-41 A de NBPM a NBD -tirosina y 40 A o -
mis de NBPM a nucleitidos (  -ADP ) ( figura #17).

Los dstos obtenidos por reacciones de entrecruzamiento al combi -
caon 18 resultados de estudios sobre las distancias intersubunidades
meliante la técnica de transferencia de energia fluoresente , orien-
tan a la elaboraciin de un modelo de CF1 ( 4) ( figura # 14),

Estudics recientes continGan la investigacidn de la estequiometria
medianre técnicas mis sofisticadas como son la microfotog refla -
electrémica y el andlisis de difraccién de rayos X. Estos estidios -
podrin resclver las controversias acerca de la resl estequiometrfa
dei CF1L

IL - ACTIVIDAD ENZIMATICA Y SITIOS DE UNION

La preparacién del CF1 purificado tiene poca sctividad de ATPasa ,
dicha actividad puede ser incrementada al tratar 1a enzima con ca-
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Jor, tripsina y compuestos tioles.
La preparacitn de) purificado del CF1 fue realizada por Farron -
{16) mediante la secuencia siguente:
1. - Los cloroplastos se obtuvieron de 3 Kg de hojas por el metodo -
de Jagendorf y Avron (28) , el contenido de clorofila se ajustoa 3 mg
2.- Ael extracto se  afiadio en 16 volumenes de acetona enfriada
a - 10¢ y se obtuvo un precipitado.
3. - El precipitado se extendio en un plato de vidrio y se seco con --
ua corriente de aire frio , despues el residuo .be extrajo con solu-
cifm reguladors( tris-Cl S0mM a pH de 8, EDTA 2mM y ATP 4mM)
y agitado durante 20 minutos a temperatura ambiente, centrifugaciin
a 20,000 rpm durante }J0 minutos.
4. - El sobrenadante era el extracto crujo de CF] al cuil se la afiadib
12 gr. de sulfato de amonio por cada 00ml de sobrenadente a Of sien-
dc guardado durante 24 hs en frio.
S. - Se centrifugd y desechd el precipitado, al sobrenadante se le ada-
dio 13. 8 gr de sulfato de amonio por cads 100ml , ocasionando preci-
piiaciin de ls enzima y colectandola por centrifugacion. .
La activacitn del extracto crudo de cloroplastos con calor, com --
puestos ticles y tripsine fue vealizads por Farron y Racker (15), ob-
servando incremento en la actividad de ATPasa determinada por la
hidrdlisis de ATP y su consecuente liberacitn de Pi.
L - Urtlizando s concentracion pratéicade 0.5 & 2.0 mgs. /ml y

diferentes temperaturas ( figura # 18) , eacontraron gue la maxima
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actividad de ATPasa era a 65°c, siendo necesaria la presencia de -
ATP 1-4mM , El ATP fué adiciénado de acuerdo a la temperatura
de una manera directamente proporcional ya que tiene la fimcion -
de dar estabilkiad a ls enzima,

2. - Analizaron el efecto de los compuestos tioles (DTT) eacontran

do que con ellos 1a activacion era mis patente (fugura #19). Al ex -

tracto crudo del CF1 calentado & 60°c se de adicidna DIT 5mM , -

observando que la actividad especifica de la ATPasa se incremen-

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

1izd . Por lo tanto concluyeronque la energia de activacioh era ma-
yor en ausencla de DIT ( 35 KCal / mol de enzima ) que en pre --

sencis de & ( 17 KCal / mal de enzimas ).

3. - En éste experimento los autores utilizaron la acti vaciin del -

CF] crudo con tripsioa en proporciin de 4:1 respectivamente, encon
trando que la actividad de ATPasa incremestd aotoriamente (100%)
al compararia con & incremento ocasionado por el tratamiento -

con iodoscetamide més calor (40 - SOE ).

En ausencia de altas concentraciones de dicarboxflsto y bicarbometo
l1a Ammmaaﬂ umwdwﬂ(ﬁ).
Un sailisis més detallado de los requerimiestos catitmicos revels--
ron que las bejas comcentraciones de cationes divalentes

la actividad de ATPasa del CF1 tratado con calor en el orden siguien
++ ++

++
;M ) g)c.SCo . Concentraciones altas de ATP libre
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o de cationes inhiben la actividad de ATPasa, el complejo AT cation es

el sustrato real de la reaccién. Los valores K1 para el catidn libr= fue-
ron de 4, 20 y 7000 yM para Mn++ respectivamente. El Ca++ soporta
mayor actividad de ATPasa por ser un inhibidor pobre. La inhibicidn -
de 1a actividad de ATPasa por el Mg++ estd parcialmente disminuida en -
presencia de dicarboxilatos y bicarbonatos, pues se observd aceleracién
de la actividad de ATPasa cuando estos reactivos estuvieron presemtes --
(54).

Los valores de Km pars el ATP a 37°C y pH de 8 en presencia de exceso
de Cat++ variaron en umn intervalo de 0.8 a 1.3 mM. Hochmar y colab (27)
encontraron una Km para el complejo ATP-Ca++ de 2.5 mM, los valores
de Vmax variaron con las diferentes condicicnes de activaciéa y de easa-=
yo en el imervalo de 35 a 45 jymol de Pi formado /min/mg de CF1 a 37°C.
El ATP es ¢] sustrato especifico de la ATPass, aunque el GTP es hidroli-
zado a buena velocided (75). El ADP es un inhibidor alostérico de 1a - --
ATPasa dependiente de Cat+ del CF1 (54).

Después de la oc tivacin, el CFl no catalizs el intercambio ADP-ATP -
(75), sin embargo, puede llegar a catalizario si se adiciona més ADP (49)
para formar ATP y su AMP correspondiente, este proceso de transfosfo-
rilacifn se Ileva a cabo muy lentamente. Cantley y Hammes (9) reporta-
ron s velocidad de formacida de AMP para el CF1 de 15 pmoles /min. /
mg de CF1.

Las peopiedades de Jos sitios de omidn a nucledtidos en el CF1 han recibi-
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do.una considerable atencién, siendo estudiados por una variedad de méto-
dos diferentes (Tabla #7). Aunque algunos autores no coinciden en los - -
mismos aspectos es claro que el factor de acoplamiento (CF1) en tilacoi-
des de espinacas es similar al de otras membranas (67) pues contienen va-
rios sitios de unién a nucledtidos (9, 73 ).

Aproximadamente 2 moles de ATP unidos a un mol de CF1 fueron encontra-
dos en Jos primeros experimentos. Después de la incubacién del CF1 con
ADP-(C14) por dos horas y pasando la mezcla a través de una columna de
Setuh:.MmdrimklayTlefen(ﬂ)detmrmdel.SaZmlesdemcleﬁ_
tido (C14) unido al CF1, con una constante de disociacién de 2 & 35 yM.
Usando una técaica de diflisis forzada Cantley y Hammes (9) encontraron -
que el CF1 contiene dos sitios idénticos para la unidn con ADP, adenilimi-
dodifosfatn (AMP-PNP) y 1, N6-eteno-ADP (E-A[I’), con una constante de
disociacién de 1.35a 1.8 gM. Otros sitios de unién a el adenilimidodifos-
ﬁnﬁmmwrhmﬂmiﬁnmmbrdehAﬂ'namrqu"
concluyeron que éste reactivo es un inhibidor competitivo de dicha eszima.
En presencia de MgCl, - S mM ,VanderMeulen y Govindjee (7€) detecta-
ron dos sitios de uniGn para 1, N6-eteno-ADP con una constante de disocia-
cién de 0.5 a 2 M.

Girsuit y Gaimiche (21) también encontraron dos sitios para el E)-A[r, -
con uaa constante de disociacién de 1.25 2 2.54M. Los resultados obteni -
chserutleyybhmmeaacerudelmslﬁmthahaﬁnle- -
mqﬂnhsahsmmmrdm&mms—--
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imtores Condicionse Eetodo Oaiones BMimerc da Conamate

siti0a/CT1 discciacith

Boy, Nowfria 10 sl wwrie-304 (pEd) Hltrucide w AD® 2 -
sakis 1971 1 ag/ml de QN1 (DPT  gul, remssids
ectivade); 2 he 4¢ ~ de muclelétides

Ansubaside. » waidos,
Pefert —— Ome sl materior Camo ol sabarior  ADB 4 2.4.28
m AR 2 3.5,
™ 1.2% T3ed
Omtlay 7 — 50 sif wris-B01 (piS.0) Bgmilibrie A 3 1.8 (2
Temes 1975 2 ol NgO0.1 B Ngfly { &dliets fog sitkes)y
10 mg/ul 4o GF1, 33 oeda ) smres &
oule atwevis 4o & o Q-
mases ds Sefedex §— wltie).
35 pare remsver smsled AR 2 1.4
i iaterssshishles, §~-a00 4 1.0
Sirenlt, Su] 20 o 40 selnsidn Tege- Bgniliheis S-430 1.9 b WO )

mishe 1977 lafewn Gs trisims, 20 - { 410isis ) A 2.3 1, *
mEgmg (o8 8.4); AN
(yvegarnde - susmsin-
i) 0.19 agfuld.

* Vandestiselen 30 sl 40 trisiss, % ol Bguilidwis LA 2

0.5,2.0
Sovigdjes — Ngtl; (pE 8); O (Qo— (Pelarimeids
W ance) 1.4-1.5 ag/sl. 4% Nueregeny
wia e §-AW)

fabla # 7 .~ Diversos Nftodos para sl estudio de las propie-

dodes d¢ loe sitios de unidn a mucleltidos en el CF1 purifice
& (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) sefialaron que algunas conversiones de ADP a ATPy
AMP son llevadas a cabo y que la unién al ADP no deber{a ser tratada co-
mo un proceso en equilibrio. Sin embargo, esta objecidén puede no ser --
aplicada a la uni6n AMP-PNP preconizads por Cantley y Hammes (9), - -
ellos encontraron que jos sitios de unién a ADP y AMP-PNP eran muy si-
milares.

Giraalt y Galmiche mencionan que los sitios de unién a nucledtidos en el

CF1 detectados por fikracién con gel son menores que los encontrados -
por diflisis, &ésto puede deberse a que algunos ADP son perdidos duramte
el proceso de filtraci6n. La presencia de nucleftidos en &l CF1 --
complica la medicién de sitios de unién por que algunos de loé sitios pue
den estar de becho intercambiados.

Recientemente se encontré que la velocidad de unidn del formicin trifos-
fato (im andlogo fluorescente del ATP) al CF1 preparado solo con cuatro

subumidades, se incrementa cuarenta veces 0 miés por la activacién de la
ATPasa-Cat+ en presencia de ditiotreitol. Este incremento en la veloci-
dad de unidn con respecto 2 !a actividad de la ATPasa es incierto, Sin em
sargo, esis Caracteristics del sitic de unidn 2 pucleftidos so rogquiere --
para explicar las funciones fisioldgicas de los sitios mikiples.

Es riesgoeo extrapolar los resultados de interaccién de mucledtidos con -

el CF1 aislado y el que estf unido a la membrans, pues las propiedades
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de la enzima aislada probablemente son muy diferentes a cuando estd uni-
da, por ejemplo, se han obtenido mayores velocidades de hidrélisis de -
ATP con la enzima unida a L2 membrana en presencia de altas concentra-
ciones de Mg++, que en presencia de Ca++. La sensibilidad de la activi-
dad de la ATPasa para adenilimidodifosfato es mucho menor con &l CF1
aislado.
ElCFlllMtamhlénmeMnﬂencerudeclnmultsosyenhanc-
terizados por una constante de disociacién de 9 a 53 uM. La alra afini-
Mdeumasltbepnnconelunﬂ.bscmleammm- -

y Ca++ réipidamente, esté probabiemente involucrads en Ia inhibi-
ciéa de 1a activided de ATPasa por los cationes libres,
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PROPIEDADES DEL CF1 UNIDO A LA

MEMBRANA,

El CF1 es 88lo una parte del aparato enzimético el cudl -
acopla el flujo de protones del interior del tilacoide hacia el ex-
terior, para la sintesis del ATP. En vista de sus capacidades pa
ra unir mucleitidos e hidraolizar ATP es muy probable que el ---
CF1 sea la enzima responsable de la sintesis del ATP. Ademis
del CF1 otros factores hidroftbicos son requeridos pera estabili-
Zar la mifn del mismo a la membrana del tilacoide asi como pa

ra permitir et flujo de H' a través de la memirana. Al CFl -
junto con escs factores membranales se le denomine complejo -

ATPass, los canponentes hidrofdbicos son llamados Fo, asl --
que al conjuo de le ha denominado CF1-K, (figura #20). La
letra "o” fue tomada de la oligomicina ya que ésta fue origimal--

mente alslade como un factor, el cual coofiere sensibilided a la
activided de la ATPasa con el CFl aislado.

L - EL COMPLEJO ATPasa Y SUS ACTIVIDADES,

Ls forma activa del complejo ATPasa ha sido aislada de una va--
riaiad de membranes acopladas incluyendo lss de los cloroplas--
tos. Carmeli y Racker (8) usaron el tratamiesto con colato en -
presencia de sulfato de amonio para solubilizar proteinas de la -
membrass tilacoidea, e extracto de colsto comtiese poca clorofi-

ia y citocromos, pero es rico en actividad de ATPasa y lipidos,




Detelle
smpliado

ADP+P1

Cloroplasto
ATP
- ‘-hh ‘*“/ Exterior
Nemivama del
Tilecoide
#
Interior
m&

rigaxa #20 .~ Rsquens del C71 unido a la mesbrane tilacoidea~—
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aungue tiene menor actividad de intercambio ATP-P132 cuando el
colato es extraklo por dialisis.

Winget y colabf80) obtuvieron un complejo purificado y demostra-
ron que las vesiculas que contiene el complejo catalizan la sinte-
sis de ATP mediado por un gradiente ¢electroquimico de protones,
esta preparacion esta formads por ocho diferentes cadenas de po
lipéptidos adicionadas a las subunidades del CFl. Mis reciente-
mente otros autores madificaron la purificacion del complejo in-
cluyendo un octilglucSsido en el medio de extraccin con colato

Yy la fase de precipitacion con sulfato de amonio fue depurada, wuti
lizando el gradiente de densidad de sacarosa los fosfolipidos fue-
ron cemrifugados en presencia de triton X-100, obtenlendo dos -
fracciones que catalizaron a velocidades mayores de intercamblo

Amﬂsz,cuuionhcorparmdmodehnmhdude -
fosfolipiios, estas fracciones mostraron sdlo de tres a custro -

cadenas de polipéptidos adicionados a las subumidedes.

Las funciones de los compoonentes hidrofdbicos del complejo estin
siendo estudiadas. Se ha demostrato que al desplazar parciaimen
te el CFl de la membrana con EDTA sumenta la permeabilidad
de los protones en forma especffica (38), la permealidad normal
de los protones puede ser restaurada por readicifn del CFl a la
membrana 0 con diciclohexilcarboimida (55). Ei DCCD inhibe -
la actividad de ATPasa de todos los factores de acoplamiemto -

dos a2 la inembrane y tieme poco o ninglin efecto en 1a ATPesa -
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del CFl aislado, también inhibe la sintesis de ATP,

El desplazamiento del CFl puede exponer un canal para protones
en la membrana, la reaccién de un componente (8) de ésta con -
DCCD bloquearia el canal. SI un componente del canal de proto-
nes estuviers presente en la parte F, del complejo, se esperaria
Que F, contuviera upa proteina reactiva al DOCD, la captacién de
protones dependiente de la luz puede disminuir por esta proteins;
en efecto, la obtencibn de vesiculas medliante cexrifugacién usan
do el gradiente de densided del ficol demostrd que la captacifn -
de protones fue menor cuando el DCCD estwvo presemte, Asf -
estas protefnas hidrofbicas que tienen un peso molecular de --
G.Wucmmoamclhmdmwwoddws
jo ATPass, esta proteins también estuvo presente em la prepars-
ciin de ATPasa de Pick y Racker. lhodelmconmehﬂrg_
fGbicos del complejo perteneciente a la membrans, fumcions como

canal de protones, los otros compomentes estan imwolucrados em la
uniin de la enzima a la membrana,

Se hs encontrado que la fuminacién del cloroplasto la -
formacion de ATP a partir de ADP y Pi, muy poca o nula activi-
dad de ATPasa se detecta en la oscuridad. Sin embargo, la -
ﬂmhclﬁudeldhooﬁeenmndemmurlo
aumenta importatemente la actividad de ATPasa perc no inhibe la
totafosforilaciin (89). Uea vez iniciada ls hidréilsis de ATP esta
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continiia aim en la oscuridad por varios mimutos, sunque el meca-
nismo de activacion no ha sido dilucidado estd probablemente invo
lucrado en la energia dependiente de los cambios conformacionales
del CF1, estos cambios resultarfan en la exposicién de una wniin
disulfuro por reduccitn de compuestos sulfihidrfio, asl como la -
dislocaciin de una subunidad inhibitoria,

El desscoplamiento de la fotofosforilacion inhibe la sctivecion de
la ATPesa (39) ¢ induce camblos conformacionales, la activacifn
pueden ir relacionados con cambios en los sitios de unifn a mu-
cleftidos y propiedades del CFl wmido a la memibrana. El CFl
alalado ¢ luminado en presencia de DIT actiia como una ATPasa
dependiente de Ca'’  (39), 1a babilided del CF1 uaido pars hidro-

lizar el ATP dependiente de Mgt despubs de la activacién dismi-
mye en la cecuridad, mientras que la actividad de ls ATPuse de-

pendiente de Ci'' es estable después de un perfodo de oscuridad.
Ls hidrilisis de ATP puede ser restaurada por un breve perfodo
de flumipacich en awsencia de compuestos SH, en estas condicio-
pes el CFl pusde asumir estado activo o conformacional des--
puis de catalizar la hidrilisis de ATP,

Existea indicaciones de que la ATPasa-Mg!t activada por la lm
y compuestos SH son una expresiin de la fotofosforilacibn operaa
do a ls faversa. Durante la hidrilisis se encuentra acoplada la
tramslocaciin latersa de protnes como resultado de la disipaciia
del gradiente protimico (12)
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Los desacoplantes estimulan la actividad de ATPasa en los tila-
coldes previamente activados, altas concentraciones de estos de-
sacoplantes reducen importamtemente el gradiente inhibitorio de
la ATPasa, ya que el mantenimiento de la forma activada del -

CFl requlere unergfa. La actividad de intercambio de ATP-Pt32
se efectiia en forma directamente proporcional a la actividad de

ATPasa, sin embargo, la ATPasa y el itercambio ATP-PO2 -
son sensibles a los inhibidores de la fotofosforilacim como son
el DCCD y el suero anti-Cf1 (39),
IL- CAMBIOS CONFORMACIONALES Y SITIOS DE UNION A NU
CLEOTIDGCS,
El flujo de electrunes de la cadens tramsportadora del cloroples-
to se encuentra aconlada para que el tramsporte de protones cru-
ce la memiwana tilacoides. En estado estitico la velocided del
fivjo de electrones es igual a la veiocidad del flujo de protomes
internos (65). La velocidad del flujo de electromes es depeadien
te del pH 1o, pH extermo y magnieud de 8 pH.
estadio para averigmr la relacifn emtre cambics comforma--
cioasles y 1a velocided del flujo de electrones (59) reportd:
El CF1 al ser Swminado presenta cambios conformacionales per
mitieado 1a salide de protomes, dichos cambios son seansiblies al
pH del medio, 1a magnitud de A pH y las bejas coscemtraciomes
de ATP y ADP., A wm pH &cido (7.0 6 memor) la velocidad del
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flujo de electrones es baja y el CFl no presenta alteraciones en su
conformacién, mientras a un pH alcalino (8.0 & mayor) los cam--
bios conformacionales se llevan a cabo a un valor de A pH de 2.8-
2.9 con un incremento en la velocidad del flujo de protones. Para
compensar ¢l incremento en la velocidad del flujo de protones la
velocidad del flujo de electrones debe aumentar, por ello, el CF}
debe comsiderarse como tramslocador de protones.

Puesto que los cambios conformacionales (relacionados con el flujo
de electranes) requieren energia es 1&gico pensar que la fosforila-
ciin esth sictada. Se encamtrd en el mismo estudio que la velo-
cikiad de fosforflaciin fue reducide, a un pH écido, inhibiendo la
(] is de ATP.

Concluyendo, la relaciin entre la velocided del flujo de electromes
Y la imhibiciin de la fosforilaciin a la luz, sugiere que el cambio
conformac del factor de scoplamiento controla 1a velocidad del
flujo de electromes.

La prueba definitiva de que cambios conformacionales suceden ea
el CF1 cuamdo el gradiente de protones atraviesa la membraas,

foe provista por un experimento efectuado por Kyrie y Jagesdorg

(66). El CF1 aisiado fuminado en presencia de H30 contwo 100
males de H> por mal de CF1, mientras que en la oscurided los -

tilacoides imcubados con P&Ommhnﬁhﬂsuhm-
dad., Existes grupos ea le CFl deH+qneal-er
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expuestos en un medio Duminado se intercambian con el H3 ., €808
grupos retornan a su estado original cuando el CFl es colocado en
la oscuridad. El intercambio de H' se efectia rapidamente, es -
sensible a desacoplantes y puede ser extraido el H' en la oscuri--
dad por la formacién de un gradiente artificlal de pH a través de
la membrana, la presencia de ADP y Pi redujo el intercambio de
H o 1a mitad. Concluyendo, ADP y Pi pueden altezar la estruc-
tura del CFl.

El efecto de adenin-nucleitidos en el transporte del km hidrigenc
fue wn estudio que realizaron McCarty y Colab. (36), refiriendo -
que 1 a 10 M de ATP estimulan la captaciin de H' (figura # 21)
en cloroplastos flumimados y com valores de pH en los que la fos
forflaciin se puede llevar a cabo. El efecto del pH sobre la es-
timulacién de la captacin de H' por ATP se muestra ea la figu-
ra # 22, en la que el miximo de estimulacin fue a w pH de 8:
com 6.5 de pH oo se obeervh efecto del ATP.  El estimulo de -
la captacife de H' fue lohibido por el suero amti-CFl y reducido

por inbibidores de la transferencia de emergia como som el flori-
zin y e Dio-19 (mhibidor de 1a captacitn H' ) (table # 8).

Las is de ATP despufs de la luminsciin también -

por la presescla de ATP, umﬂndel!’umem
ADP en preseucia de arsenato y Mg Cl; debido a una estimulacién

del fiujo de electrones. Resumiexio, el aumento en la captacidn
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ATP

(M)
EsTIMULRCION POR

60 65 10 ® 80 65
pH

Figere § 22 .- Btecto del pH e 1a estimnlacién de 1a osptacifa
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II lm 0.194 .. 0.310 ..... 60
Rtilamins (H) 0.079 .. 0,122 ,.c00 54
ce (1 ) 0.122 .. 0,187 .eeee 53

Tadla # 8 .~ Efectos de los inhibidores de tranaferencis de ener
gia y desscoplantes en 1la estimulacién de la captacién de H' (35).
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deH"'ysIntesls de ATP altera la conformacién del CF1 en el -
sitio de unitn a nucledtidos (ADP o ATP).

El tratamienso de cloroplastos con NEM (1 mM) en presencia
de 1a lwz did como resultado una inhibiciSn parcial permanente
de la fosforllacion (figura #23), ademis inhibid el flujo de elec-
trones 0o ciclico acoplado a la fosforilaciin (37). Esta imhibi-
ciin puede evitarse con el w0 de desacoplantes del tipo de cia
muro de carbonilo, m-clorafenilhidraxing y el cloruro de amoio.
El ADP y el ATP (10-50 M) protegen parcialmente la b
producida por el NEM. Aunque el NEM no afecta la captaciim -
de iones H sf inhibe 1a estimulaciin de la captaciin que ocasio
ma e ATP. Los cambios conformacionsles imducidos por Iz e
permiten la exposicitn de grupos SH en une o varies de las sub
unidades de la emzima y son utilizados para la activided emziméi-
tica del CFl, la reacciim de dichos grupos con el NEM explica-
rfa la iohibicifn de la fosforflacitm (37, 39).

Dursate el estudio de la influencie de adenin-ouciedtidos en la -
imhibicia de la fosforflacién por NEM. (43) se kdicd que dicha
inhibicitn parcisl no puede ser restasurada totalmente por uma -
expoaicifm infinita a la lwz (figura #¥24) o por & sumesto en -
la coacemtraciim del susirato de la fosforflacites (ADP) (figera
$25). A bajas concemtraciones de ADP se iqgra uma disminuciis
de la inhibicite, la ishibiciin con GTP foé independiente de ls con
cemtraciim de este mucledtido (figura # 26). El ADP y e ATP -
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(10 a 30 M) evitaron parcialmente el desarrolio de la Inhibicidn
ocasionada por el NEM, estos nucleGtidos fueron efectivos sblo -~
en presencia de Pi o arsenatos ( 1 mM ) (figura # 27).

Los reactivos bifuncionales especfficoe para grupos SH (O-lodoso
benzoato y Bis-dinitropiridina) forman puentes disulfuro de enmtre-
cruzamiento, encontrando que inhiben la fosforilaciin dependiente
de la 1uz (1, 2, 74).

El estudio del O-lodo benzoato (1) reveld que éste reactivo es -
formador de enlaces intrapéptidos (puentes disulfuro), porque -
bubo desapariciin de 3 a 4 grupos SH cuando se »sd 0 sea, de -
los 8 grupos presentes normalmente se bloquearon 4: dos corres
pondientes a la subumided gamma y dos a ls beta. La secusacia
de la reaccifo fue; en la oscuridad rescciomarcn daos grupos, -
cmdoue.ctho::malothmda. Al medirse la activi-
dad de 1a ATPasa se observd que existe m efecto de imhibiciin -
con ¢ blogqueo de los grupos., No bhubo ningn efecto sobre la -

Am-&*audouuqm.&odmgrm(enhm_i
dad). En la tabls # 9 se muestra e efecto del O-lodoscbenzon-

to scbre los grupos SH y sobwe la sctividad de la ATPass median
te dos experimentos; en &l primero el CFl fue activade cor calcr
en preseacia de O-1B mostrando ums dismioucion de 4 grupos SH
con respecto a la enzima activada com calor pero sin el reactivo
supoaieado gue cstos grupos reaccicnes com él, tam-
bién existis uns inhibicite del 389 de la sctivided del ATPasa-Cé''
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Expt. Trataniento del CPF1 ATPass-Ca Grupos Sulfhidrflo
(umolPi-2an"-ng™1) ( a0l/mel de CF1 )
y ¥
l.- CFrl aotivedo ocon ocalar 19.‘ svsee 7.6 esene 1-8
aFl activado con oalor
en presencia de O-IB 12 ( 3.8 cenee 4.3

2.~ CFi~JEN activade oonp —

oalor 20 Sgees 3‘9 sesee
Crl-NEX activado con —

calor en presencia de -
O-1B 12,8 ( 368 ) 2,2 ,eeee =

2able £9 .~ Rfecto dal O-Iodosobenzoate sobre los grupos SE y —
sotre la sotividad de ATPase del (F1. Los reactivos utilisados —
fueron lag /m1, 0-1B 5 « los grapos sulfhidrflo libres —
foeron dsteramissdos por dos metodos, A Espectofotometricements, -

3 ZRadioguimicanente . Kl (£) indica el porciento de inhibicida -
(1).
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En el segundo, la enzima activada con calor més NEM mostrd de-
saparicifn de 4 grupos SH sin variaciim de la actividad de ATPasa
y al adicionarle el reactivo (O-1B) desapariciin de dos grupos --

més, asl como inhibicitn de la actividad de ATPasa.

Se encontrd que los grupos SH accesibles al reactivo se localizan

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

maron puentes disulfuro, elio fue detectado por marcaciém com --

NEM-H® y electroforesis con dodecilsulfato de sadio,

El O-IB es wo de los agentes oxidantes mils selectivos de grupos

SH (74), encomriindosele que evita la sfntesis ¢ hidrllisis de --
ATP, sdemis increments el transporte de electrones. Los desa-
y el ADP + Pi y arsenatos previencn ¢l efecto imhibiro-
rio de la forofosforilacién ocasionado por e O-1B (tabla # 10) -
y al mismo tiempo incrementan el tramsporte de electromes. La
reversifo de la inhibiciim se llevd a cabo por une segunda prefln-
minacién en preseacia de DTT. El estudio del Bls-dinkropiridi-
na en la inhibicién de la fosforflaciin (2) nos indica que el DINP
iohibe 1s fosforilaciin en los claroplastos cusido fweroa
bados a la luz con el resctivo (figura # 28), la mixima inhibicide
de cerca del 50%, se obtuvo en presencia de piocianine, MgCly ¥y
0.3 moles de DINP/mg de clowrofila. ElDITye ADP+ P -
(o sreenstos) y los desacoplsntes evitsn la inhibiciin cusado son

expuestos a fiominaciin previa; floridizin, Dio-19 y diecarins
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Bxpt. Adiciones en la fase
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l.- Finguna
20 oM AIP
SOAN AIP + 2ml Pi
20 oM AP
200 ATP + 22 P
2mE M
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Potofosforilacién C{iclica
{(amoles ATF/ ng de clorofila/h)

Controles Cloroplastos trate-
dos con O-1B.

vecee 395 .eeae 188 (52€)

cesee 390 se.e. 275 (295)
cecss 393 ceeee 373 ( 5%)
vesce 3 ..eee 299 (249)
cesee IBT ceeee 390 (0 %)
seses 393 ceees 196 (508)

LN X J m (X R R X J 250 (‘“)
cecse 41T seeee 420 ( OF)

[T X R Y} m cssse 355 ‘ m
sssese 358 eeess 201 (“’)
senee 3‘6 eseas 213 ‘ )

Tadls # 10.- Prevenciéa de 1la inkidbicidn del O-Iodosobenzosto —

por ademin-oucledtidos y desacoplantes. la cantidad utilizads del
reactivo ( G-IB ) fue de 2 mM. (74) .
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B no fueron efectivos (tablas # 11 y 12). La baja concentracion
de ADP y ATP protege parcialmente dicha inhibicién, otros ou-
clettidos no fueron eficaces. El DTNP inhibe la velocidad de -
acoplamiento del transporte de electrones al nivel basal, pero oo
tiene efecto en su desacoplamiento, la estimulacion de la capta-
cion de protones y la inhibicibn del transporte de electromes por
ATP fue evitada por el DINP. La actividad de ATPasa estimula-
da por tripsina y DIT fue inhibida por el DTNP previa incubacion
con luz. La reversiin de la inhibicifn de la fosforilacin por -
DINP se oixtuvo por una segunds preiluminaciim en presencia de
SH, mayor cantidad de DINP resccioad con cloroplastos -
en la luz que en la oscuridad y dos males de tiona fueron forme-
dos por mol de DINP desaparecido,
Estos resultados sugieren que la inhibiciin del DTNP estf relacio
oada con la oxidaciin de los grupos tioles vecinales por e rescti

vo, cuando estos grupos son expuestos al ocurrir un cambio con--
formacional nducido por la luz,

La centidad de diticles vecinales resccionantes en la luz con  ---
O-IB fue mayor que cusndo se efectud con DTNP (74). La concin
sifn obvia es que el cambio conformacional inducido por la luz en
la membrasa del tilacokie expone SH vecinales pertepecientes a -
otras prote de la membrana. Esta observacion esti de acuer-

do con los hallazgos de McCarty y Fagan (35) en los que bubo ---
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Tabla #11 .~ Iahidicidn de 1a fotofosforilacién dependiente de 1a
lus por ¢l DMNP. El tiempo ds exposicién a 1la lus y en la csouri-
dod fue de 1 miouto, la cantidad de DTEP fue de 0.5 4mol/mg ds —
clorofila y 1a de DTT fue de 0.5 (2).
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Zabla #12 .- Efecto protector de la inhidicidn de la fotofosfori-
iscida cco DENP por adenin-mmcledtidos, desacoplantes ¢ inkidido-
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unién de NEM a otras proteinas del cloroplasto.
En resumen, se sugiere que la oxidacién dependiente de la luz de
algunce tioles vecinales por dos diferentes reactivos, produce um
estado conformacional tal, que previene la sintesis e hidrolisis -
de ATP. Es improbable que esce ditioles esten relacionados con
el (los) sitio (s) catalitico (s) del CF1, ya que ellos son requeri-
dos para completar la actividad enzimitica (74).
En experimentos recientes una maleimida bifunclonal que contle-
oe enlace disulfuro, fue sintetizada, esta maleimida (ditiobis-N-
etfimaleimida-DTEM-) al igual que otras bifimcionales (o-feaflepe-
bisiaielmida-OFBM-) es S00 veces més efectiva como imhibidores
de la fosforflacifn que las monofmcionales (NEM)  (48).
Cusndo los tilacoldes estin en un estado energico (a la luz) el
CF1 sufre cambios conformecionaies, estos permites al DTEM -
unirse al sitic accesible en la cscurided, asl como al sitio ex-
puesto por la luz pertesecieate a ls subumided gamma. Esta lo-
m&p«mﬁedtﬁmﬂefxnmdmamydg
sacoplar la fosforflaciin. Este desscoplamiesto puede ser rever-
tido por ¢l uso de compuestos tioles (ditiotreitol, beta mercaptoe-
tandl). La adicim de DTT 50 mM restaura ia captacife de proto
oes y revierte parclalmente la fosforflaciin (figurs # 29), este -
tiol separa la weitn disulfuro producida por el DTEM, permitiendo
al CFl tomar ma conformecion tal que evite la fuga de protosss.
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Meura §#29 .- Conoeairucida de idtiotreitol requerida pars la —
reversiéa &e 1a inhibicién de la fosforilacidn procucide por el -
DI (48) .
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Una interpretacion de lo anterior es mostrada en la figura # 30.
Durante el estudio se traté de mostrar que el DTEM unc grupos
SH en la subunidad gamma del CFl y que el enlace puede ser -
bloqueado por altas concentraciones de tioles. Estos resultados
sugleren que las uniones son la causa del aumento de la permea

bilided s protones en los tilacoides expuestos a la luz y tratadoe
con malelmidas bifuncionales,

El O-Fenllebebismaleimida (OFBM), debido a su bifuncionslidad, -
ba sido estudiado como desacoplante e inhibidor de la transferen-
cia de emergia (79). El mecanismo como desscoplante es simi-

lar al mencionedo para el DTEM. La inhibiciin de la tramsferen
cia de encrgia se efectfia a concentraciones de 100 aMd.

El tratamiento previo del tilacokle can ¢l NEM no afecta la iohi-
biciin de la fosforflaciin por ¢l OFBM, micotras que, desacoplas
tes, ATP + Pi previeoen el desarrcilo de dicha inhibicitn,

El bhecho de que wmiones SH-resctivas bifuncionales madifique la

permeabilidad de la membrana a los protones, sugiere un papel -
para le schwaided gamme, ¢l de tramsmiir la evergfa del pH dife
rencial il sitio activo del CF1 que esta presente en la sulwmidad
alfs o beta,

El enlace de OFBM con la gamme modifica su estructu-

ra de tal forma que permite el escape de protones de el interior

del tlacoide a través del complejo ATPasa, lmpidiendo la sintesis
de ATP.
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Una de las méas recientes pruebas acerca de la inhibicton de la
fosforilacifn, revalora y resume la forma de accifn de los reac-
tivos mono y bifuncionales (47). La subwmidad gamma del CFl -
contiene dos grupos SH, uno es accesible para actuar en la oscu
ridad, el otro silo es expuesto en presencia de la luz. Las mo
dificaciones del grupo accesible a 1a cecurikiad no inhiben la sin-
tegis de ATP, en cambio la interaccin del grupo expuesto por la
luz causa un tipo de transferencia de energla inhibitoria para la
fosforileciin. Sin embargo, cuando esos grupos SH som wmidos
por eanlaces disulfuro o reactivos ocurre wn desscoplamieato,
Vallejo, Anxdrew y McCarthy al revaluar al OB lo reportan como
desacoplante cusndo los tllacoides son previameste -
(47) (figura # 31-A), El desacoplar la fosforilacifn del flujo de
electrones ocasions que el transporte de electrones no fosforfilm-
te disminuya marcadamente la eficiencia de la fosforfiacifa,
El DINP fue considerado como desacoplante ¢ inhibidor de la trans
ferencia de energia (47), a bajas concemtraciones de reactivo y en
presencia de luz se produce el (figura & 31-B), a
altas coacentraciones se inhibiciin de la transferencis
de cmergia (figura # 31-C).
Entre las maleimided bifuncionsles, ¢l DTEM y & OFBM actuss -
como resctivos desacoplantes (47) (figura # 32-A), este efecto es
causade por la wmmiin com los grupos SH de la subumided ganwne fa-
voreciendo la formaciis de una hendidura por donde se efectiia la
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fuga de protones y en esa forma desacoplar la foeforilacién de el
flujo de electrones. El OFBM actia también como inhibidor de -
la transferencia de energia a concentraciones mayores de 20 g M
47
El NEM, maleimida monofuncional inhibidora de la transferencia
de energia (37), mostrd reaccionar con el grupo.SH de la subuni
dad gamma expuestc por la luz y de esta forma ocasionar lg in-
bibicin (figura # 32-B). Una propiedad importante de este resc
tivo es que al reaccionar con el tilacoide en ls cscurided, evita
el desacoplamiento que ocasionsn reactivos ~.mo O-1B, DINP y
DTEM (7).

Se hea efectuado mitipies estudics para determimar la existencha

Y localizacifn de sitio (s) de wnifn para mucleftidos en el CF1.
M{mthyﬂm(mmmthnmhchm-
nm(mﬂeamm)mdmdbyh
nubleftidos Yy que la mayoria de dichos mucledtidos lntercam
biables asociados can el CFl1 en wn sitio que parece locall-
zarse e la alfa 0 beta. Los mucleitidos ADP y ATP se
intercambian igumaimeste con ese sitio a wme constamte de disocta--
ciim de 2-5pM. Los tilacoides en awsencis de ADP
0 ATP conservan la capackied de wmir smcleitidos en la cscurided,
después de que el gradiente de protones decae (42). Posible-
el imercambio de mucleitidos (dependiente de emergfa) sea
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un reflejo del cambio conformacional del CFl, dando como resul-

tado 1a exposicitn del sitio de unidn a nucledtidos.
Uno de los estudios mis importantes confirmé que existen sitios
de unidn a nucledtidos en e CFl (41). El CFl purificado fue -
fuminedo brevemente en presencia de ATP ( C'4 ), cbservando
que sostuvo al nucledtido radioactivo firmemente unida la wnitn
estimulada por la luz, al parecer, fue el resultado de cambios -
conformacionales (dependientes de emergia), dichos cambios fue-
ron revertidos en la oscuridad ¢ hicleron inaccesibie el skio de
wmifn a mcleitidos. El ADP constituyd el 90%, del oucledeido -
unido, su presencia en la enzima sugiere que este sitio de  ---
wifn tiene uns activided catalkica haciemdo que el ATP ses hidro
lizedo durante la flumineciin. El tratamiento con calor del ---
CFPl produjo desplazamiento del mucleftido wmido y expuso siktios
de widm .adicionsles, wo de estos sitics caracterizado por ume -
de disociaciin de 7, M, psrece corresponder al sitio -
catalftico de 1= ATFasa y ser tambifn el siio del CF1 expuesto
por la i50. La digestifn prolongada del CFl ocasiomb -
sctividad en la ATPasa, asl como una pérdids total de lss subu-
nidades pequefias de la enzima (gamma, deita y epsflon), la me-
yor parte del ADP wmido al CFl se mantuvo ea su skio despuis
del trastamiento comn tripsina; por electroforesis se confirmd que -
los componestes mayores del CFl (aifs y bets) comteniendo al  --
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ADP, estaban presentes, sugiriendo que alguna de estas subunida-
des cantiene el (los) sitio-(s) de umidn a nuclebtidos.
Sin embargo, algunos resultados indican que el sitio intercambia-
dor de mucledtidos no es un sitio catalftico para ia fosforilacitn
{72). El ADP unikdo es fosforilado més leatamente que el ADP I
bre del medio, la velocidad de intercamblo de nucleftidos es 50
a 100 veces mis lenta que la fosforfiacin. B GDP es fosforila
dopwddorqim.perodmmﬂoumypoue.cam-
rado con la fosforilacién del ADP, esto nos revela que el proceso
rmmanumwamumm
en la base ademina,
Mzmammhernqunoupmme:dnchnrd-tb
intercamblador de nucleftidos con e skio de de los mis-
mas, sin embergo, han abservado que el sitio intercambiador -
tiene cierto parecido al sitio que particips en la estimulacita de
la captacifn de protones (35) y en la proteccite del CFl a resc-
tivos modificantes.
Los écidos, =l calor y 1a urea, disocisn a los mucledtidos que -
estan usidos a sitios imtercambisbies del CFl. Cusndo los éci-
da(wmdei)nunmwammmmm.d
ADP y ATP son iiberados con uuma relacién de 1:3. El calar ©
la ures causan la liberaciia de ADP exclusivamente (40). Los

#cidos conservan unido al ATP o causen su formeciim a partir de
ADP + PL
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I1l. - FUNCIONES DE LAS SUBUNIDADES DEL FACTOR DE ACO-
PLAMIENTO,

Diferentes métodos han sido utilizados para dilucidar las funciones
de las subunidades del CFl en forma Individual, estos incluyen, -
prucbes inmamoldgicas, andlisis de resoluciim y reconstruccitn y
estudios de inhibicidn,
Un estudio wilizando pruebas inmmoligicas fue reslizad por Nel-
son (52) quien usando suero anti-CFl observd que anticuerpos pa-
ra las subunidades alfa y gamma inhiben la fosforilackm. El
suero anti-alfa previno la estimulaciin de la captacitn de proto-
nes por el ATP. Lz activided de ATPasa del CF1 soluble fue re-
sisteste a cada amtisvero utilizado individmimeste, pero semsible
al suero amti-alfa y anti-gamma juntos.
La digestitn prolongads del CF1 com tripsios (14) produce uma pre
paraciie de ATFPass active, la cual, bejo comdiciomes disociantes -
da wne precipitacitn lineal con suero anti-alfa y anti-beta, pero mo
con suero de las tres submidedes pequedies. Las subumidedes --
gamma, delta y opsiloa fueron digeridad por la trips pero la
posibilidad de que fragmentos de dichas subunidedes se asocien con
las subunidades sifa y beta y as{ se dificulta su exclusifm.
La actividad de la ATPasa 8 senshie a ser por d -
(14), este reactivo es unido en la subunidad beta del CFl en m si
tio cercano al residuo de tirosins. Se ha demostrado que o

produce cambios ionales importantes que probsblemente -
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participen en la inhibicién de la actividad de ATPasa.
Los cromatiforce de algunas bacterias al ser tratados con LiCl -
y en presencia de ATP producen la extraccidn del componente be-
ta de su factor de acoplamiento, as{ como la disminucitn de la -
sintesis e hidriiisis de ATP. La adiciin de la subwmidad beta -
purificada rcstaurs ambas actividades (58).

Funciones de la subunidad alfa. - Dursnte el estudio para la loca-

lizaciim del skio de unifn a oucleitidos medisnte la medicin de
1a transferencia de energla fluorescente usando danadares y acep
tores, se concleyd que un skio de alta afinidad para oucleftidos
esth localizado en la s alfa del CF1 a 40 A de la submi
dad beta (11) (figure # 16). For lo ior se deduce que ea

esta es donde se localiza el sitio de wiin para mucled
tidos.

jones de la beta. - La digestién prolongada del CF1
con tripsine ocasiond wns destrucciin de las subumidades gamma,

delta y epsilon, pero no as{ de alfa y beta produciendo ea ellas -
una activacifn de la actividad de ATPasa (4]1). La actividad de -
ATPass puede ser ishibids por bioqueadores de los grupos tirosi
s de la submidad beta (14). Se concluye que en esta subwmi--
dad se localiza el sikio activo para la hidrilisis y Is de -
ATP (11) (figura #16).
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Funciones de la subunided gamma . - El sucro anti-gamma es un po-

tente inhibidor de 1a fosforilacion (73). Las maleimidas monofuncio -
nales inhiben li fosforilacibn por una reaccién especifica con la sub-
unidad gamma (37). Las maleimidas bifuscionales DTBM y OFBM u -
nen dos grupos SH en el componente gamma modificando 12 estructu-
ra de la enzima, produciendo aumento de la permeabilidad de 1a --
membrana a los protones y asi desacoplar la fosforilacion (48 , 47).
Sin embargo, altas concentraciones de compuestos SH restaursa --
parcialmente la fosforflacion y la captacitn de protomes ocasiomedos
por estos reactivos,

En vista de los anteriores resultados se puede comcluir que la subu-
nided gamina interviese em la fosforilacitm, protones

al sitio activo de la sintesls de ATP.

El becho de que el componeste gamma ( con deita y epeflom )
sea requerido para hlajuear el casal de protomes forma do por Fo
ea ias vesiculas de fosfolipidos de bacterias termotfilicas .

esth de acuerdo con este comcepto ( 85).

Fumcioses de la subwmided delta .- Esta submided participa ea la

unitm del CF1 al Fo, la enzima que carece de este composeste es-
th separads de la membrama y su fosforflaciin desscopiade. La adi-
cita de 1z submided purificads al CFl ( el cual carece de esta sub-
widad ) demostrd que la actividad de acoplamisto fue restasrada, -
debido a que dicha subumnidad facillka la wiim de] CFl a la membra-
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na transformando a la enzima Inactiva en un factor de acoplamiento
activo, Es importante sefialar que la subtmidad delta adicionada se
encontraba ¢n estado de desnaturalizacion y que duramte la adicion
pudo haberse renaturalizado; este proceso probablemente fue faclli-
tado por e]l CFl carente o por la membrana del tilacoide, sirviendo
ambos como mediadores de dicho proceso, Tomando en cuenta que
la subwmidad delts efecta la conexitn entre CF1 y la membrana, los
protones serdn canalizados a través de esta subunidad duramte la -
transducciin de energia (53).

Fumcicoes de la subunidad epsilon. - Este componeste es comsidera-

do como iohibidor de la actividad de AT Pasa del CFI (51).

Se ha demostrado que &sta es la (mica que conserva su activided
situ. Es disociada junto con delta cusndo ls enzima es calestada en
presencia de digitonina. En vista de estos ballszgos y de la s=msi-
bilidad de epsilon para com la tripsime y el calor, el mecasismo de
la activeciim de la ATPass ocasionado por estos factores se puede
comprobar. Existea ios de que la subunidad epsilon iatersctia
con gamma, smgue la sctivaciin de la ATPasa com tioles »0 pare~
ce camar disociaciin de la submmidad 0 activacion permesesce.

Es importaste bacer notar que el imhibidor de la ATPasa mitocos-
drial so es el componente epsilon. Um funcitn ya demostrads para

epsilon en el factor de acoplamiesto de E. cali es 1a umidm del F1
s la membrama,
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Estudios basados en pruebas de entrecruzamiemto (4) concluyen que
slfa y beta son los compcnentes més pesados del CFl y se encuen-
tran en contacto con gamima {que es el cemro de la molécula), del-
ta y epsilon. Delta y epsilon estin en sitios opuestos de la enzima,
delta estd alejada de gamma y muy cerca de la membrana, no exis
te unidn epsilom-epsilon pero sl epsilon-gamma (figura # 14).

V. MECANISMO DE LA SINTESIS DE ATP

Se acepta generalmente que la sintesis de ATP en cloroplasios, bec
terias y mitocondrias es un proceso conducido por el flujo de proto
pes a través del complejo ATPasa; los estudios pera esclarecer el
mecanismo de este acoplamieuto ban ocasiomado la formulaciie de
mfiltiples hipitesis.

El mecanismo formalado por Mitchell (46) indica que los protones -
som comducidos a través del cand F;, hacia el sikio activo del F1. E1
Pl ea estado especifico de protosacitn es atacado por dos protomes
resuitando la formecion de agus y un focforo cestral cargado positi
vamente. El staque pucleofflico de este fSsforo por el ADP produce
ATP. Se ssume Que dos protomes som tramslocados por cade ATP -
formado o hidrolizado, sin embargo, otros amores imdican que e -
compiejo ATPasa necenita fres protones para cads ATP (34),

Boyer y Slater (68) propusicron wn mecanismo ea el cual se produ-
cea cambios coaformacionales en el factor de acoplamiento-ATPasa,

sugirfesdo que el deomau'eqnyl’lquem
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a la hidrdlisis de ATP en la mitocondria no es apto a ser desaco-
plado. Si este intercambio es relacionado a la hidrilisis y corrige
de ATP wunido, estos resultados indicarfan que la formacin de fos-
fato anhidro umido al ATP no es una fase que requiera gran energia
en la fosforilacién oxidativa. La liberacin del ATP formado, mis
que su sintesis, es la fase que requiere mis energfa. Los cambios
conformacionales en el Fl wido de agin modo a la translocacion -
de protones proporcionan la energla necesaria para la disoclacim -
del ATP wmido.

Slater (68) encontrd que se requiere primeramente un gasto de emer
gia en la oxidaciin y fosforilacitn forosintética paras la disociscite
del ATP del compiejo ATPasa, ello fue besado en los de
que & factor de acoplamiento comiene mucleitidos waidos y que el

de la wmitn a mucleftidos es depend de euergla.

Se sugiere que um fosfoenzima intermediaria puode estar participas
do ea ¢l mecaaismo de la translocacifm de protomes a Is ATPasa -
(62). La de Mg*" sl CF1 produce cambios cosformacionales
los cunles ocasiomsn la formacide de m fostorilado.
La transiocacin de protones a través de ls membrama d -
el gradieate de protones desplazando al Mg unido; el ATP es for-

mado y el factor de acoplamiesto se encucstra en condiciones de -
vdveranirl@”.
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CONCLUSIONES

El factor de acoplamiento de cloroplastos (CF1) purificado y separa-
do, tlene un peso molecular de 325,000, por electroforesis en gel
de poliscrilamida-DSS se encontrd que contiene cinco subunidades de
nomhndud,,.l’.‘y&deacmrdoconaudecreclutepuomdecu-
lar. Los estudios con microscopia electrémica han demostrado que -
el CFl solubllizado tlene forma esférica y wn dikmetro de 90A  »
aproximadamente,
Para determiner la real estequiometris del CFl se han wilizado mél
tiples métodos. Pu'ruccknesdemmm«!mbmnd_e_
dejo ia estequiometrfa mis aceptada en la actualided que es 2%, 2P
1Y, 18y2¢.mmemmdbnuum"m'ﬁ!_
mados por umiones covalientes emtre subumidedes, ios cuales fueron
separsdos e identificados com respecto a su composicién. Los resc-
tivos quimicos wilizados fueron bisicamente del tipo bifuncionsl -
(F,DN8, DMS, DTP).
La decerminacitn de grupos SH en el CFl purificado y sim activacitn
indica que comtiese 2 grupos, activado com calor 4, desaatwrslizado
con urea 8 y al romper los enlaces disulfuro con DTT se localizarom
de 12-13 grupos SH/mal de CFl. La identificacion de estos grupos -
por subumidades revels, 4 enx , 4§, 3 y | enfl. 50 se encon-
traron grupos SH en delta. De los 12 grupos, 8 se encuentraa libres

7 4 paniklpas eo ia formaciin de dos puemtes disulfuro, umo en la
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subunidad beta y otro en gamma.

Con la técnica de transferencia de energia fluorescente se identifica
ron los sitios para la uniSn a nuclettidos (ADP y ATP) y sus ahdlo-
gos (£-aDp, & -AMP-PNP), encontrando que los de aita afinidad &

estos grupos se localizan en la subnmidad alfa, los sitios para wmir
mucleitidos de baja afinidad en beta, en esta dltima subunided tam-
biin se determind un sktio activo para la hidrélisis y s is de -

ATP. Urillizando ¢l mismo método se demostraron las distancias en
tre skios especfiicos de las subunidades; & partir de gamma (NBPM-
Cls) y empleando resctivos monofuncionales (NBPM y DDPM) especi-
ficos para grupos SH, que de] skio de alta afinidad a -
suclettidos en alfa (f-ADP) al sito NBD-Tir de la besa

existen 40 A, de gamma (NEPM-Cis) a alfa (& -ADP) mis de 40 A,
de gamma (NBPM-Cis) a beta (NED-Tir) de 34-41 A.

El CFl purificado tieme una activided latemte de ATPasa que puede -
ser mastfestade por el tratamien® con calor, tripsina ¢ iacubeciin
coa compuestos ticles, la subsecuente remocién de los tioles com co
lunme de sefadex results em la imhibicitm de la actividad de ATPase
sia restauraciim de la actividad de scoplamiesto, La activided fub -
determinada por la hidrilisis de ATP y su consecuente liberaciim de
PL. La digestifn de 1la enzima comn tripsima determind que es ea la

subunidad alfs o beta donde se localiza la actividad de ATPasa.

Las bajas iomes de cationes div aumestan la sctivi
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dad de ATPasa del CFl tratado con calor, altas concentraciones de
ATP o de cationes inhiben esa actividad.

El aparato enzimitico de 1a membrana del cloroplasto (CF1-F) tie-
ne como objetivo acoplar el flujo de protones del interior al exte-
rior del tilacoide pnn'la sintesis de ATP. Uno de los componentes
hidroftbicos del complejo enzimitico perteneciente a la membrana -
(Fy) funciona como canal de protones, los otros elemestos partici-
pan en la 60 de la enzima a la membrans. El EDTA es wilizado
para separar el CFl de ls membrana dejando libre el camal de pro-
tones, ¢l DOCD bioquea dicho canal, ademds de imhibir la actividad
de ATPass em el CFl mido, no tiene efecto en e CFl alslado.

La Oumisecita del cloropiesto cataliza ls formacitm de ATP, yea
presencia de compuestos sulfhidrilo sumenta la actividad de ATPasa
80 inhibieado la fotofosforilacién. El desacoplamiento de la forofos-
forilaciba inhibe la activided de la ATPasa e induce cambios comfor
mecionales.

NEM o lodoscetamida (IA) inhiben la activaciin del CFl por calor -
pero 8o por trips hwmlm.dehmmmda_:
tada por la presen~ia de A, La actividad de acoplamiento no fue -
inshibida por el NEMi o [A., Estos hallazgos sugieren que los grupos
SH puedes isteractuar com [A, participsado en el proceso de activa
citn com el calor pero no en la actividad catalfrica. Se comcluye que
la comversiia de ATPasa Isteste a activa cambio com-
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formacional via intercambio de suifuros y que la actividad de acopla-
miento y la activaciin de la ATPasa son dos procesos independientes.
Los cambios conformacionales son sensibles al pH del medio, concen
traciém de ADP y ATP y a la magnirud de A pH, estos cambiocs con-
trolan la velocidad del flujo de electrones. Debido a que los cambios
requieren energia es lgico pensar que la fosforilacitn se encueatre
sfectada. El sumento en la captacin de H' y la sintesls de ATP al-
teran la conformacin del CF1 en el sitio de unifn a nucleétidos.
El NEM ocasions una inhibicitn parcial permaneote de la fosforfla-
cifm debido a su interaccién con grupos SH de la subunided gamme
expuestos por la luz (son wtilizados para la actividad enzimética). -
Esta iphibiciin puede evitarse com el uso de desacoplantes y bajas -
concentraciones de ADP o ATP. La oxidaciin por 1s luz de algunos
tioles vec del CF1 ocasionada por resctivos como O-{B y DINP
produce cambios coaformaciomales que evitan la simtesis e hidrilisis
de ATP, ello puede ser revertido por ue segunda pre-ilumineciia
¢a presencia de compuestos tioles.

La wnifm de maleimides bifoacionales (DTEM 6 OFBM) a los grupos
SHddG’lwmhlquwmcihdeuhdhﬂg
ro y cambios conformacionales que facllitan la salida de protomes y
desacoplen la fosforilacin, este desacoplamiento puede evitarse com
dm&mdﬂunq&mhmmdmyq
tauran la coafiguracite sormal del CFl.
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Los sitios de union a nucledtidoé fueron detectados cuando la ilumi-
nacifn produjo union de nucleieidos al CFl, especificamente en la -
subunidad alfa. Estos gitios parecen actuar como interruptores con-
formacionales alostéricos pars la activided de ATPasa- Catt. La -
uniin estimulada por la luz fue resultado de cambics conformaciona
les que pudo ser revertide en la oscuridad, haciendo inaccesibles -
los sitios de wiin s nulcedtidos.
Las funciones de las subumidades del CFl son: alta para wmir sucled
tikios, beta hidrolizar y sintetizar ATP, gamma intervesir en la fos
forilacita trasmitiendo protones, deita uniendo al CF1 a la membra-
na y epsilon iphibir la activided de ATPasa.
Se comcluye que la sintesls de ATP en cloroplascos es  proceso -
levado a csbo por el flujo de protones a través del complejo ATPasa.
Actmlmeste se reslizaa estudio com otros métodos emtre los que se
Cuestaa la microfotografia electrimica, andlisis de difraccifa de Ra-

yos X, y espero que los datos agui recopilados estén de acwerdo com
los Ce resultados que ea e futuro sean obtenikdos.
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