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RESUl"IEN 

El p~pel regulador que dC?=:empc-ña ol inhibidor natural do la 

ATPasa en la actividad de la en::!ma paroco ser muy important.o. Su 

efecto principal es ~l de impedir la hidrólisis del ATP 

pre-formando cuando no e~: i ste gr- adi en te de protones y E'S po!;:;ible 

que en presencia del gradii=nte y un C?lev="ldo potencial de fosíalo 

pU:eda inhibir a la sintct¿is~ parmilit,;;:ndo quE.• el gr-::idi~nte 51:? 

utilice en otros proceGos. 

En C.'l inhiL·idor 11<:.d:ural de la ATPasa 

mi locondr i al "11 sl :l.do m~rcó con fluore>scai'.na y con 

fluore5camin~(4--í-cni lcEpiro fur,~n 2<3H>, 

obteniendo los derivados f l uor-cscc·n to=i ro;;pectivos. Ambos 

dc:tivados su obtuvic>ron cnn 11rr qrLi.do do marcaje quc> pre<,;;co>rvó 1 ¡;\ 

.:ictivid:!.d inllibitori.:.; sobro 
l " an::.ima. El deri vc:i.do do la 

condi t.:.i 011c~ con la 

enzima prf.:15cnt=i un c=imbio en lu iotE!nsid:.td do la fluoi-o:;cc:nciu 

debido .~t la i rilnr ~.rr:i ón r::on l a e>n:.: i 11•--"' que· os diroct~mento 

concantraclón d0 6st~. El dori •.rada p1-oporciona! 

fl LtQr·e~ccj n« \..\fl cambio en la polari::ación 

dn lu 

de la 

flu~resconc.ia quo parece cJebct'"st:• :i l:! interc1c:ción can la en::ima, 

qua es dependiento de la conc~ntración da ~sta y de la presencia 

de nuc::ln.ótido l.:1-i-[c=~illG. 

Le\ imp•.:ort.~n~~ ?, d!:'l c·nµlc-o de- cJc.•1 .iv;;;do::: Tluorcscentes de? la 

protQJ.n:t. lnhibidora radie~ en las posibilid~dos de o~tudiar !3Ll 

ine::plorad.3.s. La 

correl¿\ción temporal de la intora.cc.:ión de ambils µ1~otoí nas, 

como fl uoróforo 



unido la en::imu par:01 medir transferencia de onGrgía con 

flurófor·o unido al inhibidor, son ejemplos de la utilidad 

ofrecen tales derivados~ 

ol 

que 



ABSTRACT 

The regul at ion e::erted by the natural ATPase inhibitor en 

the activity of the enzyme seems to be very important. Its major 

role is to prevent the hydrolisis of preformed ATP l-Jhen there is 

net proton 

gradient and 

gradicnt and it is possible that in presence of 

a high phosphate potential it may inhibit 

the 

the 

synthetase al 1 Dll'li ng the gradi c:int to be u sed in othor processes. 

In this the natural ATPase inhibitor isolated from 

mitochondria was labeled with fluoresc:oin and with fluorescamine 

(4-phenyl spi ro 2 <3H>, 1 •phtal an 3,3~-dione>. 

fl uorescent deriva ti ves l"IPre obtained "'ith an O>:tent ef 

~'hic:h fully preserves the i11liiblLo..-··y activity. 

A f l uorc-scence intensity change is observed en 

fluorcscamine dcrivative by tho pre5encc of the enzyme 

Both 

1 abel 

the 

under 

association conditions, is directly proportional to the 

enzyme concentration. 

r-1 uorescei n derivativa shows a f l uo1-csccnce 

change likoly 

dependant on 

due to the interaction the 

the protein conccntration and on thc 

triphosphate nucleotido CATPl. The employment ef 

l abels the int1ibitor protein could be used te 

polari:.:ation 

en:: yme bei ng 

presence of 

f 1 uorescont 

study sorne 

aspects ef its interaction Mith the en::yme that ha.ve net been 

eHpl orcd bcfore, as the temporal corrolation oF tho intcraction 

bet\'IOE!rl both protoins and topological studies applying encrgy 

transfcr technique. 

) 
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INTRODUCCION 

ESTRUCTURA Y FUNCIOM MITOCOMDRIAL 

Desde 1949 quedó demostrado que? el sitio donde se lleva a 

cabo la respiración celular, es la mitocondria ( 1 J 2) • Dic:ho 

proceso consiste en la transformación de una parte de la energía 

contenid.;;i. en los alimC!ntas, en el unlacc de alta enorg.i.a del ATP. 

Debido a que la fosfori l ación del 1".'\DP <.\ ATP es impulsada por la 

o~: i dac i ón de las sust:1-:li:Ds por- el o~:tgcno molcculo:tr a travós de 

la cadL~na rc:>!;pirato1-ia, dicho proceso recibe el nombre de 

fosforilaciOn o~:idativa C3). 

El número, tama~o, forma y loc:ali=ación intracelular de las 

mitocondrias vnrl.a de un tipo celular a otro <4>~ poro están 

prcsentr:-s en el c:itopl;_\s.ma de- todas las células de los distintos 

oucariontms: protist~s, hongos, plantas y animales. 

Lc1 mi tocondr i i1 pi;;:; Lln organc-1 o de doble membrana (5) , que 

contiene en su int~rior un gel denso llamado matri= mitocondrial, 

en el que Et:" cncuentr~an DMA (6), ribosoma5 y otros factores 

necesarios para la síntesis de proteínas, aunque el DNA 

mi tocondr i <:'11 codifica p~ra solo un de sus protoina==. 

c~tructurales, siendo el resto codificado por el genoma nuclear 

(7). 

En 1 a matr i = mi tocondr i al se cncuc11t1- an t ambi ón las en:: i mas 

del ciclo cfcl Acido citric:o o ciclo de: !<:rcb~ Cc::ccpto l.:i '"'uc::c:ina·-

to d<:.:~hi dt"OCjL'!na.i:ia) y las de otros procesos relacionados con la 

fosforilnción a nivel de sustato, la carbo>:ilación del piruvato y 

d<>l fo=:fopiruvato, l c.\ o~:idaci 6n del glutamato, las 

2 



Figura 1. Micrografía electrónica de mitocondrias aisladas de 

hi gado de rata. 

, 
".:' -··---·-

Elactrónica del In5tituto de Fisiología Celular, UNnM>. 

3 



transaminaciones, la s..tntesis de citrulina y la o>:idación de los 

ácidos grasos (8) • En 1 a f.igura 1 • la matri::: mi tocondri al 

corresponde a las zonas de color obscuro. 

La 

relación 

interna 

diversas 

membrana e:-~terna mi tocondri al es lisa y 

l .tpido/protelna 2 e 3 veces mayor que la 

(9) ' es rica en colesterol <10) y en ella se 

tiene una 

mnmbr<:ina 

local i:::an 

enzimas como la NADH-citocromo e reductasa insensible a 

rotenona < 11) , la monoanii no o:: idas a < 12> y varias en::: i mas i nvol u-

eradas en el metabolismo de los fos.follpidos <13). Tambi ón so ha 

descrito la ¡:u·escncia de una protc:-ina de pe=7.o molec:ular 30 ººº 
qui:o: pt:..•rmi Le la entrada dC!' al guna.s sustancias 

C14, 15>. 

En ol eGpac:io encuentra la adenilato 

cina~a (8) ' las nuclcósido mono- y di-fo~focinas<:is (11,12) la 

sulfito o::ida!=:-a C16) y on le• lcvndura la citocromo e pcro~~idasa 

(17>, que es Dir1toti=ada en ol citoplasma como procursor. 

La i1itcrna se encuentra plegada formando cre~tas 

e 10> , lo cual le ccn·Fiet·Q una mayor supcr-fir:ie. Es 

:electiva en cua11to a su permeabilidad C19> y contiono una al ta 

concentración como lo demuestran las 

micrografías elcctróriicas da c1-iofractura (20). El fosfolipido 

cardiolipin-", 

mi toc:ondri a, 

que se oncuentra ca!:ii e::clusivamente en 

5C locé;\l i =a sol amentQ en esta membrana C9>. En 

la 

la 

mr.?mbra.na mitocondrial interna se loculi::an los componentes de la 

c~dcna re5pirütoriu <21) y de la fo5.forilaci6n o:-: ida ti va C22), 

:?.!'.:!. como l¿i nlcotinawic'd. nuc:lt~ótido transhidrogenasa C8), la 

hidro>~ i bul ir ato dQshidrogenasa C22>, la carnitin trans~erasa de 

4 



los ltc:idos grasos <23) y doG enzimas involucradas en la síntesis 

del grupo 

sintetasa 

he-mo, 1-a -ferroquelatasa y la delta-amino 

<24>. Ver figLtra ,1. 

levulinico 

La asi metri a característica de todas las membranas 

biológicas resulta de particular interés en la membrana intorn,::l 

mitocondric:\l, ya que la topología St..tS componentes está 

involucrada en al mocanismo de la fosforilación o::idativ~. 

Debido a la asimetr!a, los grupo~ prostéticos do la MADH-· y 

de la succ:inato-ubiquinona rE?ductasas están 01-iontados hacia la 

matri:.! mi tocond1-i al ( 1 C.\dO "M">. La ubi qui nona )' ubiquinol-

citoc:romo e: roducl:.asa son prot.Jabl Qíllonto inaccesibles a ilmbo5 

1 ados de 1 a membrdna, mi entra:: QLtn i::l ci toe romo c 1 , se locali::a 

on el lado citoeólico Clado ''C''), donde so localizan t~mbién los 

citoc:romoe. 

e>:poniendo 

e: La citocromo o>:idasn ütraviesa la fflQmbrana 

üU sitio reactivo ~1 0 2 (citocromo a~) hacia el 

"M" • Tombit-n orientados hacia el lado ''M''· =o- cncuentr an 

lado 

los 

sitios cc.\tal.i.ticos de la transhidrogona3a d"l NADH, las 

de~hidrogen~sas del a-hidro::ibutirato y de la colina y la de la 

f 1 avoprotoi ni:."\, g1~upo prostótico du 13 deshidrogonasa succinica, 

que cede> los elcctrono~ n loe citocromos. Hacia esto lado 

rn1curn1tra orientado t~111bión el sitiu catalítico de la ATPasa, que 

dcol mismo rnodc:. que l .:i5 otras uni d;O\de=: tran!:jdL1c:toras de cnergí.a 

que tr.:!n::il DC_:!n protones (r.:ompl e jos I • II I y IV y 

ntraviosa completamente la membrana C25). Ver 

figura 2. 

las 

A1..1nque se desconoce.! í.2'n la actualidad el origen e•1olutivo de 

mitocondrias, se han sugerido dos teorias diferentes 

su adquisición por las células eucariontes: 

5 

para 

come 



Fiaura· 2. Modal_o --de la topoloaia de los componentes de la cadena 

resoiratoria mitocondrial. 

NADH cx-GP 

t 
Colina 

Acil (graso) CoA 

¡ i 

i succ:NATO 

NADH 

t 
º2 

CITO SOL 

MEMBRANA 
MITOCONDRIAL 
INTERNA 

MATRIZ 

Se indican con flechas los ~itios de entrada de los elec-

trenes provcni entes de di s.ti ntos sustrtitos. Abreviaturas 

Lttili=nd~c: a-GP. alfa qlicoro fosfato: Co. cocn=ima~ FP~ 

flavoorotclna: FAD. flavín-ndenín-dinuclcótido; Fes. ccn-

6 



de una evolución gradual y continua en la que 1" resultado 

membrana 

membranas 

evolución 

plasmática del ancestro procarionte originó amb.:is 

mi tocondr i al es (26) J o bien como resultado un.::t 

abrupta en que una cólula procarionte quedó integrada 

como endosimbionte de otro procarionte de mayor tamaño C27> en 

cuyo caso, las membrc.u1as rnitoc:ondriales tandr:ian su origan en la 

membrana pla!3mñ.tica dal ondo~imbionto. 

ESTRUCTURA V FUNCION DE LA ATPasa. 

El papel de la ATPasa durante la fosforilac:ión 

con~i ste acop 1 ar E'l regreso dC? los prot-_oncs, proviamonto 

o~:pulsados durc..intc el tr-.:insporte de oloctronos, hacia el interior 

de le:\ rnitoc:ondrici, ¿t la ~intcsi~ d~ ATP <28). 

La ostructur~ fundamontal du lets: 1-1--ATPasas cuc:uriontec;, quo 

so locali~an on las mitoc:ondrias y los cloroplastos, os similar a 

las del tipo procarionte, locali=ada5 en la membrana plasmática 

de bacteria~ ~cróbicas y a11aeróbicas <29>. 

La mitocondrial consta do 3 componentes funda.mon-

tales: Fo, Fi e l. El 

complejo embebida en 

factor de acoplamiento Fo os la porción del 

la membrana, cuya función os permitir el 

paso de protones do un lado a otro de l~ membrana. El factor de 

.:icopl.o\mi..:nlo Fi o~ la porción catMlítica do la E?n:::ima que 

particip~ diroctamonte en la síntesi!:; e hidrólisis del ATP. I es 

una proteína reguladora do bajo peso molecular 

pr i ne i pi\l 

(30). 

evitar la hidróli~is del ATP rcci&n 

cuya función 

sinteti::!ado 

La porción F 1 5epa.r~dn del rc~to del co111plejo por sonicación 

7 



<31>, tiene un peso ·mOlecular de 360 000 daltones y puede sor 

disociada en 5 subunidadcs distintas: alfa, beta, gama, delta y 

epilson, cuyos pesos moleculares aparentes csti mucfo..,; por 

electroToresis en geles de poliacrilamida-SDS son: 53, 50, 33, 15 

y 9 l~ilodaltones respectivam~nte (32). La o~tequiometría m,1.s 

probable püroce ~cr '3:3: 1: 1: 1 según evidencia acumulada en los 

últimos años en las an=imas obtenidas do b~ctoria$ (33,3'1), 

n1itocondrias de levudu1-a (35,36> t: higa.do de.• rata (37). 

Función do las subunidades. 

Se han descrito 6 sitioc; de fijación de nucleótidos en 

(38, 

(42) • 

41) , de los cuales 3 son recambiablos y 3 no recambiables 

Los primeros se con$ideran los citios catalltic:os de la 

onzima y a los últimos, ta1nbién llamé.ldo;;; "fucrtomente unidos 11
, se 

los ha atribuído un papel estructural o bién alostéric:o (43-45>. 

La subunid<id unión do 10$ 

nucle6tido5 fuertDrnenlo unido~ {~6>, ya que 65tos 5e fijan con 

a-Finidad en aui;;uncia de Mg+·•· y 5E> disoc:i~n muy lenta.mento .. 

nucleótidos Sltbuni dad beta contiene el sitio de adenin 

rec3mbiables que so consid~ra el catalítico, lo cual ha quad<ido 

C?stablecido por divo1-sos tipos de c:studios. Se ha demostrado, por 

eJomplo, que los análogos ele .:i.don.iri nucloótido y otros compuestos 

que inhib~~n l" c~t:td i...,.;":' e.e L!r.~n c;:.::::lu=:i~¿·,;¡1L:i1L~ ~ Uicha subunidad 

<47-51)' 

(52). 

Lo~; 

ai sl .oldn.s 

así corno el análogo de Pi: 1-~=ido 2--nitro fonilfosfato 

e:: pcr- i mc.>nt O!C; 1-cconsli tuc:i ón con las =:ubunida.dC?s 

de S,. demostraron que l~ combinación mínima de 

subuni d.::\des que preecnt.:i. actividad hid1-olitica del ATP e5 alfa-
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Fiqura Ecouema de la ATPasa de mitocondrias de cora:ón de res. 

lnt. 

al 

ex.t. 

b) 

Se muestra probable arreqlo "dc las 

membrono 
mltocondrlol 

Interno 

subunidades 

complejo en una vista l uteral <a> y en vista apical 

d<?l 

Cb). 

El factor de acoplamiento F~ que contiene las subunidades 

a.a.y.o., e: 

subuni dad es: 'I 

acoplamiento OSCP. 

une al factor Fo oue contiene las 

e a travt?s di? los factores dp 

F v B. \ 1er en C!l te:: to las. evidencias 
' 

c::p~rimcntales de este mod~lo. 
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beta-gama (46). Debido a que gama no une nucleótidos, SC> 

considera que juega un ·papol de organizador en dicho trímero .. Por 

otro lado, la fijación de dalta y epsilon a Fo no impide el paso 

do protones, solamente cuando so añade también gama al flujo SQ 

detiene (53), segiln e>:perimentos rcali::ados con las proteínas 

purificadas de la bacteria tormófila PS3; esto sugiere la 

~ubunidad gama funge tarnbi ón como "tapón" o compuc:-rt:. de paso de 

los protonos. Ver figur3 3. 

El ac:op 1 ami en to entrp 1 a utili:;::ación del gradiente de 

protones y 

intE?r·acci ón 

sut.iunidades 

1 a producc:i ón dt> f'1TP, depende de:: la correcta 

entre 1 os :ec tares F :&. y F.:. de 1 a ATPasa (5Q). Las 

la dt> la que parecon estar implicadas en 

intE·racción con Fo en l~ cn::ima de bactc1-ias, son la: subunidades 

más pequeñas: del ta y epsi lon C'l6, 53), haciendo la cone::i ón a 

través de la subunidad gama. Sin 

mi tocondi-i al, l~ unión de> r-, ,:i. Fo dapt:_.nde::: zidemás de protC!'í nas 

a.dic:ionalos que- no se.> han oncontr<.ido C!n el sistema bacteriano: la 

OSCP Cprolc.•in.::: que.• confiero 5c-nsibilid.:ld a oligomicina) de 18 00(1 

daltont?s (55), el f¿¡c:tot- 6 o r-6 C56,57) de 9400 daltones <59> y 

ml factor B do 14 600 daltones (59). 

La subunidad d~ltu purificada de mitocondri.:ls de cora::::On do 

ros, cs. c:apd:: de- evitar el f 1 ujo de protonc=: que ocurre 

Poi- otro 

lado, ostudios en 1:3. H--ATPasa de cloroplO!=to con rc¿i.ctivos mono­

y bifuncionale= <61) han demor;trado que la subunidad gama su·Fre 

C3.mbios qu~ irlducan la aper·tura a cierre del 

pi:\SO de 101: pr-ol:oneE: por 1 a subuni d;,:i.tl dc>l ta. 

Además las subunid~das descritas e:-: i ste unoi protoínu 
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i nhi bi dore.\ en 1 as ATPa.sa.s de mi tocondr i as de mam:í fero < 62, 63) \' 

levadura (64,65) cuya función, ee ha sugerido, es reali~ada por 

la subunida.d epsilon en la ATPasa de bacterias ({,,6-68) y 

probablemente también en clDroplasto (69). El presente estudio se 

refiere al inhibidor natural do la ATPa.su de mitocondrias de 

cora::ón de mam.iTero, por lo que será objeto do una descripción 

detallada más a.delante. 

El sec·tor membrana! del complejo ATP-=.intetasa <Fo>, ha sido 

manos estudiado debido a las dificultados tOcnicas qu" ofrocen 

para su estudio 1 a~ proteínas intrínsecas de membrana. En 

bacterias, p.arece est,:tr lorn1~do por 3 polipdptidos distinto'3 

(70)' en el oropl c?.slos por 6 (71) y C'll mitocondria 

probablomente por un ntJrncro mayor C72>. De la Fo del si o:tE!-mil 

mitocondrial de artimalas so han purificado y carac ter i:: =:ido: un 

al rDde:dot~ de- 1 O ')00 de peso molecular quE> une 

OCCD (dicicl oho::i 1 carbo~iimidal inhibiondo ospoc:íficam~nto el 

otr~ protoir1a do üpro:!imadamente 30 000 

daltonos quo une> dcs:.:coplanle ) un polipéptido do 28 000 daltonos 

de• pe-so molccul~r (73>. se considera tambió-n 

parf:o de!! se>ctor r-<:> u los yu moncionado5 factore= OSCP, Fo y F6 • 

El ~ce tor Fo forma el canal por donde> los protones pasan 

hac i ¿t el sC?ctor F, ~intesis de ATP 

acoplAd3 al g~~to ü~l gradiente oloctroquimico. La naturaleza de 

dicho acoplamiento, quo oxpllcaria el mecanismo de acción de la 

on=ima, se> de>sconocn hi.tSta 1 " fecha. El estudio de los 

c:omponontos de 1 a ATP:isa, precis:amenta pretende ! logar a 

o5tablccer el mecani!Z'.mo molecular de la 5intcsi~ de.>! ATP. 
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LA PRDTEINA INHIBIDDRA 

Ya que en la mitocondria las roac:ciones acopladas del 

transpor-te de electrones y de síntesis de ATP se encuentran 

cercanas al eqLtilibrio (7'1), el cambio total de enorgi a 1 ibre 

para la fosforilación o~:idat:iv01 l:.iondc a cero en condiciones de 

estado estable. E=:to impliC:°"- que en condicionas de alto potencial 

de Tos.fa.to y sustr·a.tu o::id.:..1ble limitanto, se VQri~ favorecida la 

letal d~l procc;-;:;o: es decir la hidrólisiE de ATP y el 

transporto de ulectronos en revorsa. Si esto ocurriera el ATP 

formado el 1 <:\ mi~ma 

sin utilidad para la célulaª 

El inhibido1- natur-c1.l de~ 1 a ATPa5a parece !;:er 1 a eostrategi a 

elegida para quo esto no sucoda, ya quE! al bloquear cinéticamente 

d~l paso final de la ~crío de reacciones en las 

cond!cior1es mer1cionadds, hacu lrrever5iblc el proceso. 

s~be qua 1~ proteína inhibidora ejerce su acción tanto 

sobr·e la actividad hidrolítica {62,75>, c:ooto sobro l ::i ::sintótic:a 

(76--78) dr~ 1 a ATPasa. Si !:>Uponomos que 1 a cn::ima se ve inac:tivada 

por la presenciu del inhibidor er1 el sitio inhibitorio y solo se 

activa cuando el inhibidor se disocia de 

necesario quo la disociación sea rcv~rsiblc, 

las condicione: .favor-c.o::c._--1n la reinhibición, 

regresar rápidamente al sitio inhibitorio. 

e.Ji cho sitio, parece 

de modo que cuando 

el inhibidor pueda 

Por otro lado, se ha sLtgerido también que la inhibición de la 

!3Í nte~i s dol ATP on mitocondrias incubada~ en prc~cnci~ de ca•-, 

por la acción de l~ protc!na inhibidora, pc:!rmito la utili;?:ac:ión 
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del gradiente electroqulmico para el transporte do calcio C79), 

aunque ósta, seguramente, no es su función más importante .in 

~-

Aparentemento, cuando lafi condiciones son favor.;.,blc-s p.;.lra la 

hidrólisis del ATP, efecti·.,..amente ósta suc:ode y una 

conformación hidrol:í.tica <SO> de la en::in1a la que induce la unión 

de la proteína inhibidora a la 1nisma, puesto que se ha obsorvado 

que no basta la pre!c'-C>ncia de- Mg.ATP (91) ó Ca.ATP C79) sino que 

se rnquioro su hidrólisis CB2>. 

A no está claro si la proteína inhibidora do las 

l-1+-ATPa.sas ayudu a suprimir la hidrólisis del ATP mic:>ntras la 

sintesi s se cst6 llevando a cabo, o !:'.::i lo hace inmediatamente 

despuós de que ha ocurrido la síntesis para proteger ol 

reción sintoti=ado <83). 

Características de le:\ protc:?ina inhibido1-a. 

a) Un! versnl i dad. 

Desde· EU descubrimiento (84) y purificación a partir 

ATP 

de 

mitocondrias de corazón de ros en 1963 C62), el inhibidor natural 

dci las H+-ATPasas ha sido aislado de divereas fuE?nte~ bio16Qic~~ 

en las que se ha bue.cado~ mitocondri,;.\s de hígado de rata C63, 85) 

de lavadura (64,65), do cloroplasto (69) y de numerosas 

ba.cter i anc1s (66--68>, a diferencia do la 

mi tocondr i a, como ya mencionamos, ha sido identificado como la 

=.ubuni d.nd epsilon (86). E!:=: to sugiere· que su presencia es una 

no característica universal de 1 as misma que 

comparten con otras ATPa!:Sas transportadoras tales como la Na+/¡:::+ 

13 



(97) de membrana plasmática, o la de Ca++ de retículo 

plásmico (88) o de membrana plasmática CB9>. 

b) Propiedades fisico-quimicas 

sarco-

La proteína inhibidora tiene un poso molecular estimado por 

secuencia de aminoácidos C90) de 9578 Qn mitocondrias de cera:: ón 

de res, 7383 en levadura (91) y 14397 en f..I. ~ C92) • Pre•.1i <:1.mC!n·-

te, 

(63) 

se estimaron pesos molec:ularcs desde 12300 C85) hasta 9600 

para el inhibidor do mitocondrias de h1gado de rata y da~do 

6900 C93) hasta 10500 (94) p.:11-i.1 la proteína de c:ora;:ón de res por 

su movilidad elcc:troforética en go-les do poliac:ril<J.mida c-n 

condicio11cs doenaturHli~antcs y f1~~ta de 15 000 para este último 

por su coeficiente de st!dimont¿~ci ón C62>. Esto refleja la form<l 

que ,.1Uupt ::\ c-1 ongada 

estudios po~tcriores 

nc:>utroncs (95). 

1 a prolc-1 na en solución, como sugicrE?n 

1-eilli::ados con la tócnjc:a do dispersión do 

Par a 1.:l protnint.:t mitocondrial de corn=6n de mam1 fo1-a '"' ha 

calculado un coeficiente do c::ti11ción molar de 1.68 >: 103 M- 1 cm- 1 

on fosfato 10 mM (pl-f 6.9) a 280 nm (90) debido a 1 a absorción do 

SU única tirosina. Estudios do dicroisn10 circular en "' mismo 

buffer 

(90), 

soñ al 3.n 

estudios 

un 50~ de estructura l1elicoidal en 1 a proteína 

la 

secuencia do aminoácidos, sugi oren un 80±,.SX de ~l fa h ó l ice (96) • 

Lfts proteínas inhibidora5 ai~ladas do mitocondrias de cora=ón 

de res, hígado dP r2ta y lc~adura son capaces dQ int1ibir no sólo 

n la5 ATPasae homólog~s, sine también~ la~ aisladas de los otros 

tipo5 cel ul 2.res (63,97), lo quo sugiere ci arta similitud 

estructural cu~ndo 1?n la región que participa en la 



interc1cción con la enzima. Dicha similitud, sin embargo, no se 

traduce en una identidad inmunoldgica (97). La 

inhibidora de cora=ón es capa= de inhibir tumbién a 

el oropl asto <99) .. 

El inhibidor de la ATPa=a de cloropl a=to e~ 

proto!na 

1 a F1 de 

altamente 

insoluble en agua, para mantonorlo en solucidn so roquicire la 

presencia de urea o detergente5 en el medio (69). La solubilidad 

del inhibidor mitocondrial, con un 50~ do residuos aminoácidos 

cargados. (9()), es mayor; sin embargo ~u hidrofobicidad os tal, 

que presenta una fuerte tendonc::ia a -Formar agregados en solución, 

Qfec:to que c<r:: inver·~=-m~rd .. c· pr·copor·cional a la 

sal es y dopendi en to dol pH C95). 

concentración de 

Pt.tra la proteina aimlada de mitoco11drias de cora=ón de res 

por distintas metodolog.!as, c.:;e ha rc:>portado un valor do punto 

i~ool6ctrico de> 7.7±.0.1 C75,90). Aunque,> previamente, otros 

inve:stigdores reportaron un ve..l.lor de 10.4 C31). Los inhibidoras 

ai~lAdoD d~ n1itocondrias de hígado de rata y de la levadura 

Sacharomyces cerevisi~e tienen caráctor bá9ico tambidn: p r e. 9 y 

prote:lna 9.05 rospecti v.:trnentc C63,65> sólo para el caso de la 

purificada do otra ospeciQ de lavadura~· utilis, se ha reportado 

un pI ácido de 5.6 C64). 

Todo5 

calor, al 

tri psi na. 

ATPasa por 

los inhibidorc~ dD las F1-ATPas~s son rC'sistentes al 

~río al ácido y al álcali C83) e inactiva.dos por la 

Do hecho, la estimulnción inicial de la actividad 

la acción de la tri psi na, 50 ha utilizado como 

criterio p<lr"' 0:ugrn-1r l.:, c·::istencia de un inhibidor natural en la 

en::im3 <92). 
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e> Interacción con la F1• 

La asociación de la proteína inhibidora con EU cn=ima es 

óptima a pH entre 5.8 y 7.0 <62), valor al cual ol inhibidor SQ 

encuentra pre·Ferentemente en su -forma monomórica (95). Requiere 

ordon de también la prosenci:J. do un ca.ti ón di val ente, en 

preTorenci a: Mn ... -, cu--, y con menor 

aTectividad co-- y zn++ <81). ndemés os necesaria la hidrólisis 

de un nuclcótido trifosfatado~ ATP, lTP, UTP, GTP o CTP, a~í como 

otros 

(80). 

<J.nál egos de ATP hidrolizables, favorecen la inhibición 

El QrD.do de> inhibición a los min. es 

independiente de la volocidaU dn hidrólisis del nucloótido. Para 

c~:plicar este requiorimiento, Ee ha 5ugerido que e::iste una 

hidrolítica do la en=ima a la cual puede unirse el 

inhi bi dor (8(1). 

Se ha ceo> quo 1 a ATPasa deba hidroli=ar 200 

mol écul <J.S 

y 

ATP para promover la ~sociación 

p1-otegc.•r el ATP rec:i ón 

do la protoí na 

sintcti;:ado. Esto inhibí dora 

implicaría un gasto onorgét.ic:o r.>::co~ivo par:l la cólula. Por lo 

tanto, debC?n c::isti1· faciliten l " 

asoci ac:i ón del i nh i bi dor con l"" en::. i ni=:i. 

En l.'.'.'.s: condicicri~L c;r, .:.¡uü ::::>~ het <..:nsr.•yado, la ac:ti.vidad ma~:ima 

de lo'.;5: péptid0'3 inhibidorc~, o:!ccpci ón dol inhibidor de 

cloropl <-.ist.o, 1-cqui ere tiempos do i nc:ubaci ón del orden de minutos 

Cdo 5 a 10) pa.rcl ser alc;;1.n::.nd'3 (83). Sin embargo o::i 5to una 

intoracción primaria que 5C lleva a cabo a v~l oci dados mucho 

mayores (80) que permanece: at.:tn ina::plorada. 

En la actualidad, C!:; gC!'neralmonte aceptado que basta un mol 
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de inhibidor para inhibir completamente un mol de en=ima. Esta 

estequiometr!a_ha sido reportada tanto en el caso de mitocondrias 

da Cora2on de res eso> usando en=ima soluble, como para el 

sistema de º-· uti-1 is <99) usando partículas submitocondriales. 

Las constantes de disociación encontradas en cada caso 

10-ªM <SO) y de 6 a 8.4xlo-a (99). 

fueron 

Se ha demostrado quo el inhibidor de mitocondrias de cora=ón 

de res se une a la subunidad betn de la F~ soluble C100,101> en 

un sitio distinto como sugieren los ostudios 

provios de cinética. Diversos grupos 

reportado que la inhibición de ln 

do trabajo (76, 102, 103) han 

producida por su 

inhibido1- natural es no compeotitiv.:\ con respecto al í\TP, por otro 

lado o:tisto un reporte (104) di:' dicha i nhi bici ón os 

acompet i ti ve:~ e incluso se ha dc~crito como n1i:~ta (105). Además 

c9tudio!::i cinóticos con paros de inhibidores <106) sugicron la 

o::i stcnci "-l da 2 ~itios regulatorios en la cn::ima i ndcpcndi entes 

entro si: uno pard nucloótidoa y otro para ~u inhibidor natural. 

Por L1ltimo tambión se h.:i demos::trc:ldo que la intcrac:c:ión de la 

protoina 

bovino, 

inhibidora con le:\ H--('\TP~sn mitocondrial de corazón 

110 impide 1 a unión de rcacti vos covalentes 

supuestamente re~cc:ionan con el sitio catalítico (107). 

En cuanto a las fuer::a; involucradas t:n la unión 

do 

que 

proteini\U, Gómcz·-Fern~nde:: y H~rris (80) u~ando 

~ubmitocondrialcs empobrecidas en inhibidor endógeno 

partícul'3.5 

(psm AS> y 

reconstituidas con inhibidor e~: ógeno 

natura.! c:o:: e:. 

real i::: ad os 

.fuertemente 

en nuestro 

hidrófoba . 

1 abar ator i o 
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contonido de inhibidor endógeno (psm Mg.ATP> sugieron quo tambión 

participan interacciones electrostáticas C108). 

El estudio do las condiciones que liberan ~l inhibidor do 1~ 

en::i ma es importante para entender su papel regul atorio. A este 

respecto se sabe que la actividad inhibitoria sobro partlculas 

submitocondriales es suprimida por 1 a cxposi c:i ón ¿\ alta 

bión iót1ica CS!,62,108>, 

energi::Ación d~ la 

a un pH alc:llino CB!,62) o 

<condiciones de estado 3 

fuer:: a 

de 

la 

la 

respiración) (76). Incubaciones a t.cmperatura do 38C>C 

una activación lcnt=:l e 109). 

producen 

De todns las condiciones mencionadas, la más probable para 

desempeñar el papel de activador ~isiológico dc l~ cn=ima por 

l.::t célula viva, ser·ia el estado dcspla::amiento dol inhibidor cr1 

de enargi=ación de la memb1·.:n,i. Esta idea so vo <3.poyada por E:?l 

hecho de> que el potenc i nl de mcmbr- .:•na parC?Ce .. 1 ~actor 

pt-inc:ipal en la rogul=ición dC! l.:l inhibición (76,110). 

La activaci611 de la nTPasa soluble por remoción del inhibidor 

~e ha logrado c::::ponieodo a la tJn::ima !atento purificada de 

el oropl asto a 1 a 1 u:: en prosenci a de ttgcnt<r:s reductores C 111), en 

tanto que lD de la bacteria Alculigcncs faocalis C67) y la do 

mitocondrius 

calor. 

de cor a:: ón do res C112) ocurro al CHponE:?rlas al 

Lct 

cuando 

pubición que guarda ol inhibidor con respecto a 1 a F1. 

no ostá oJcrclondo su ~cciór1 inhibitoria ha sido tema de 

debate por 

cn:cluyC?ntes 

permanece:? 

proceso do 

Seo =ugerido 2 posibilidadc:>s 1 argo tiempo. 

ontro sí: a) una ilctivada la E:?n::ima ol inhibldor 

en ella en un ~itio no inhibitorio, 

activación requiere le.\ liberación del 
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medio. 

Distintos:; autor os han reportado la l i bcrac: í ón de la protei na 

al sobronadante como resultado de la .activación de inhibidora 

part i cul ae submitocondriale= (101, 109,. 110, 113>. Sin embargo en 

dichos trabajo$ no so establoce una relación cuanti~ativa ontro 

ATPas;:ts activa.das e inhibidor liberado al medio. 

Por otro lado eGtudios reali=ados ccn anticuerpos contra 

inhibidor ••nativo•• 

partículas Mg.ATP 

onergi=adas <116). 

a1arcados radiac:tivamente, demostraron que las 

unen más anticuerpo do~puós do haber sido 

Talc-s resultados sugieren quo ol inhibidor 

permanec:o en l¿i. onzi.na. <o en un sitio cercano a ella> poro en una 

posición diferente en la que e= más f~cilmonto detectable por los 

anticuerpos. Lo mismo sucedo cuando la 

par t.! cLtl as ~o 11 c-v.:t a. cabo por calor < 108). 

activación do 

La movili=ación 

las 

del 

inhibí dar ¿\ uo sitio no inhibitorio fue izugorida por primera vo;: 

poi- '!t-\n de Stadt y col. <117>. 

Cu1-iosamc-nte c·n es:tudios rcali:::.ados rocic•ntemcnte, Husain y 

c:ol. ( 118) encuentran que la onergi::ilción do part.íc:ulas produce 

la ino\ccr.•sibilidad e:.-n un anticur::rpo c:ontra la proto.ína inhibidora 

"entrecru::ada", en contrusto con lo reporta.do por Dreyfus y col. 

( 116). Sin embargo, tt:\mpoco en esta ocas:ión se logró cuantificar 

al inhibidor dii-octa.mente en el sobronadanto~ 
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ANTECEDENTES V OBJETIVO 

En 1975 Satre y col. <119) y an 1977 Klein y col. ( 12(.1) 

obtuvieron al inhibidor de la ATPasa do mitocondrias do 1 c:vadura 

marcado radioactivamontc por biosintc-sis, "º tales 

circunstancias, la radioactividad c~poc!fica era muy baja y no 

pormit!~ calcular con prnci~ión ~u ~stcquiometria con respecto a 

la F 1 ni buscar su sitio do intor~cción nn la cn=ima. 

En trabajo!:"> reali:.!ado= on la prc·sente décad", se ha marcado a 

la proteína inhibidora purificada de mitocondrias de corazón de! 

res en GLI única tirosina con 12ei1 por Mong y col. on 1982 C121> y 

por Harri s 

compuestos 

y col. en 1 983 < 1 08) • Tambión se ha n1arcado c:an 

radioactivos 

primarias 1: al os como 

cuyos grupos reactivos reconocen 

el fnnil 1 .. C-isotiocianato <PITC> 

aminas 

y el 

1980 metil-4-a::ido • 4 c-ben2imidato CMABI> por l~lein y col .. 

<101) y 1981 <102) respectivamento. 

Dichos estudio=. demuestran quo la actividad de la 

inhibidora se puede proservar dospuós do la iodinaciOn y 

C:Ltando el numero de lisinas bloqueadas no en cede a 

en 

protai no:\ 

también 

5 par 

molécula, 5i este numero as mayor, se> tiene un brusco docromento 

en l~ actividad. 

tnarcaJe la prote:l.na inhibidora c:on reactivos 

radioactivos ~portó inrorm~ciOn on cuanto a participación 

probabl o de los aminoácidos bloqueados en la i nterac:ci 6n con la 

en::im3., permitió calc:ul ar la estequiomotr!a probnble do 1:1 y 

el anali~ar· lds condiciones de interacción con la misma. Además 

uso del rncH:t i vo de nntrC!cru= ~mi on to MABI, pertni ti ó damostrür que 

de iritci-ac:ci6n que produce 1.::i inhibición se encuentra 
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localizado en o cerca de la subunidad beta do la ATPusa. 

El empleo de marcadores fl uorescontes, 

lidades como son: 

ofrece nuevas posibi-

a> Estudios de correlación temporal: El estudio de la 

interac:c:i ón del inhibidor marcado con su 

en::ima, se puede reali::ar en ol momento en que dicha interacción 

se está llevando a cabo y no requiero l~ separación del inhibidor 

libre del pegado cuando se ha llevado a cabo un proceso de 

activación o inhibición de In on=:im¿i,,. 

b) Estt1dio~ topológico~: tambi~n ~~ pucd~ obtener inform~ciOn 

con respocto a la distancia qua e~:inte ontrc ol sitio do acción 

dol inhibidor y sitios cspoci·ficos en la cn=ima, usando pares de 

fluróforos y midiendo t1-ansfcronci 3 de Dnorg! a si ngul ete-

!!.i ngul cte ontr-c ambos. 

En el presente trabajo ~e eligió el marcaje inespecifico o al 

u:::. ar <122) del inhibidor en sus grupos amino primarios de los 

cuales prEscnta ll por mal~cula: 10 lisinas y el amino terminal. 

De ont1-c los compuostos qu~ o::intcn ~n el marc;)do para mnrcar 

cov.:.l cntomentc ümina!: prinrarir:.ls se c:>ligioron la Fluoresc:amina y 

el 6-isotiocianato de f 1 uorc~coi na. Ver figura 4. L<> 

Fl t.torc<::: e ami n=" o Flur~m (q-fcnilcspiro fur ano-2, 1 (3H> , 1 -f talán 

3,3~ di en~> roacciona rápidamonto con proteinas produciendo 

der·ivados con inten$a -fluorc=:ccncia en el a::ul (123). El reactivo 

en o:: ceso inactiva formando productos do hidrólisis no 

fl uorc::ccntc::, tC\mpoc:o 1 " iluaro=::c:amina 2.11l:.es dE- reaccionar 

fluoresce, lo cual supt"ime la necesidad do 5eparar el reactivo 

unido dc:>l lib1-e una ve:: qi.!e =:e ha llevado a cabo el marcaje. 
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Fioura .q_ Rc.>acción dC?l Fluram "'el FITC con aminas primarias para; 

formar los rc5pectivos derivados fluoresc~ntos. 

FLURAM 

o 

FITC 

FLUOROFORO 

R-HN-C-NH 
u 
s 

o 



El 6-isotioc:ianato de -fluoresc:e:!na CFITC> forma derivados 

estables que presentan una eficiencia cuántica y una 

altas. Este compuesto ha sido usado en ostudios quo 

transfercnc:i a de energía como acepto1- u=: ando como 

absorbencia 

i nvc.l ucran 

donador al 

cloruro dc Oansilo (122). Se con si dora 3.domé.s :ó!ducuudo para el 

c~tudio d~ la i ntc-1-a.::...ci ór1 de> mol l-cul .::is marcadas de bajo peso 

molecular con proteinai;.~, a travós de cambios en la polari:ación 

do la -fluorcscenci,3 (124). 

Por otro 1 a.do, el FITC ha 5ido utili:::::ado como modificndor 

dol sitio activo do la ATPasa de cloroplnsto por el 

grupos lisina en las subunidades itl fa y beta 

involucradas on la unión dol ATP (125>. 

OB.JETIVO 

El obJetlvo de este trabajo os dl?scribir 

bloqueo do 

que están 

el marcaje 

fluorescente do-1 inhibidor natu1-al ele> la ATPasa mitoc:ondrial con 

la finalid::.d de estudiilr la interacción entre ambns proteínas en 

tdrmi no~ mol cc:ul i\res. 
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HATERIALES Y METODOS 

1> -Obtención de mitocondrias de c:ora::ón de ra-s .. 

mótodo de Smith <127) Se 11 evó 

modi·ric:ado.. Se 

a cabo siguiendo el 

parti 6 de 6 cora;:ones frescos mantenidos en baño 

de hielo que so di~ccaron en un cuarto frlo a temperatura do 4~C 

que se mantuvo a todo I o I argo d~ 1 ~- opcr ación, p <J.r a ob toner sólo 

el tcji do musc:Ltl ar cortado en pedazos regLtl ares que fuó molido en 

un molino de carne. Cad~ l~ilogrgmo d~ molido, co suspendió en 4 

l i tras de Eacarosu 250 ml'1, Tri s-Cl 5 mM, EDTA 15 mM pl-1 7 .. 4 y se 

reajustó pH con Tris concontrado. La sugpensión 

homogcnei:: 6 en lotns de 3 litros durar1tc 30 seg. a la velocidad 

intermedia en una licuadora l•Jaring Blc.>ndor comercial. 

Se reajustó el pf-1 ,;:\ 7 .. 4 al homogenei::.ado del paso anterior y 

se c:entrifugó 10 min. a 650 g a 4.,C para separ¡;ir c6lulas E?nteras 

y núcleos. 

~l Eobrenadante, fi 1 tr~1do por 2 capas de: g.:s.~a se centrifugó 

10 min. a 14 ooo g. El precipitado resultanto, quo con ti eno el 

paquete de mitocondrias, ~e rcsuEpendió en el modio do molido 5in 

EDTA. Se centrifugó por 10 min. :J. 200 g p::Jra sep~rur células 

y ciritrocilo~ y mitocondriaf> contenidas en el 

=e =cp.ilc.:;.1-~n t.:=11 ld.-=> fracciones ligera y pesada por 

decantación do~pu62 de una ~ltima centriFugación de 15 min. a 14 

ººº g. 

La cor-respondiente a mitocondrias pesadas, 

resuspondió en sacarosa 250 mM y la corrn~pondicnte :J. las ligoras 

en el modio do molido si11 EDTA. 

-70""C en un congo! ador REVCO. 

2·1 

Ambas fracciones se congelaron a 



2> Proparación de partículas submitocondrialos 

Se prepararon 2 tipos de partículas submitocondrialcs <psm>: 

las descritas por Horstman y Racker en 1970 (127) llümadas psm-AS 

<Amoni o-Sef ade}:) y las descritas por Kloin y col. en 1982 (95> 

que llamaromos psm-·I::'. en este trabajo. Ambos ti pos de partic:ulas 

carecen prácti camc-nle de inhi bi cJor endógeno pues 1 es Tuó e>:trai do 

du1-ante su preparación. 

"'> Obtc·nci ón de psm-AS • 

La;: .ze prepararon a partir de mitocondrias pesadas 

dQ~congclacias y diluidas a 20 mg/ml on sacarosa 250 mM, EOTA 1 mM 

pH 7.4 llevadüs a pH 9.2 con una solución de NH .... OH 1 M fresca y 

mantenidas a 4~c durante todo el procodimiento. La suspensión 5o 

sonicó en un baffo dQ hielo durantQ 2 min. a intervalos de 1 min. 

de sonicación intercalados con 1 min. de de!:icansa QO un sonicador 

Branson El-12. 

El sonicado se contri ft.tQó 9200 q por 10 min. El 

sobrenadante obtenido so contt-ifugó a 115 000 g duranto 20 min. a 

El pr~cipitadc., contiene 1 as partículas 

=.ubmi tocondr i al es, 

recentri fugó. El 

;oc rcsuspendió 

precipitado íin~l 

sacnros:a 250 mM y 

en 

!(Cl 250 1nM, sac::d.ro:.a 75 mM, Trii;:;-SO,.. 30 mM pH B.o, EDTA 2 mM pH 

e.o y se pasó por una columnu do Sofade:: G-SO c:oarse do 45 ~: .2.S 

cn1. eluyendo con al mismo amortiguador a +lujo lento para que su 

paso por 1 a columna. duro unu hora. 

partículas obtenidas do la columna, se centrifugaron a 
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115 000 g durante 20 min. y el precipi t.ado se resuspcndi 6 en 

medio volumen original de-sacarosa 250 mM y se recentri·fugó. El 

precipitado final se resuspendió on un volumen pequeño de 

sacarosa 250 mM- y ·se:-··almacenó a -70C2C. 

b) Obtención de psm-K. 

Las psm-1~ se obtuvieron par ti en do do mi tocondri as 

descongeladas y resuspendldas a 20 mg/ml en l'.'.'.Cl 

75 mM, Tris-804 30 mM pH 8.0 y EDTA 2 mM pH 

250 mM, 

1 i gcras 

sac.;)rosa 

B.O que fueron 

sonicadas en este media du1· ante- 2 min eon un bañe de hielo. 

El sonicado se centrifugó durante 10 min • .::i. 10 000 g .n. 4°C y 

el !:;Obrenadante obtenido sP incubó a tC?mper<it1.1ra ambiente C15 a 

20°C> dLti-antc> una hora. Po.=tcrior-rnc·ntc:·, se.• centrifugó a 100 000 g 

dur-ante 30 min. a t~mper a tui- a amb i c-ntc- v "1 precipitado, que 

con ti enu 

volúmnn 

las µarticulas submitocondrial~s, 50 resuspendió on un 

mrniruo de ~acarosa 250 mr1 y almacenó, como las 

ante1~iores, congel :idas -7o~c. El sobrenadan te SC> procesó 

posteriormente para l .. -1. obtención dG la proteína inhibidora 

inciso 4). 

3) Purifición da ATPana (F,>. 

Se par ti 6 

sacarosa 150 mM, 

de psm-1<: d12sc:onqc.>l ad as y di luí das a 10 mg/ml 

EDTA 2 mM, ATP 2 mM pH 7'. •J. La suspensión 

sonic:ó durante 30 min. 

(Ver 

''° 
se 

un baño da ¿,,gua y hielo. El sonicado Eo centri-fugó durante 30 min 

130 000 g y el ~obrcnadantc, que? contiene el factor se 

adsorbió en Ltn:i columna de he::ilamin.:i sefarosa 4B de 1.5 >: 20 cm. 

=.igulcndo ltt tl·cnica descrita por Tucna de Gómc::-Puyou y Gómez-
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Puyou on 1977 C 128>. 

La columna fue previamente equilibrada con 40 ml del mismo 

amortiguador en 

ATP>. Después 

que se rosu~pondioron las part1culas CmGdio 

de la adsorción la column~ se lavó con 80 ml 

de 

del 

mismo medio y la en:::im3 se oluyó con modio do 11TP adicionado de 

1 M. Las activas en hidrólisis de ATP se 

precipitaron con un volómen igual do molución saturada do sulfato 

de amonio ajL1stada a pli 7.4 con tris y so mantuvieron a 

durante la noche. La suspensión do on=ima so centrifugó a 9 200 g 

15 min a 4 ~e y ol precipitado so rosuspendió en modio durante 

vol l1mwn de medio de ATP, Q} material insoluble so descartó por 

a centrifugación a 3 ººº rpm on un:! contri·íuga clínica 

tempc·ratL1ra C\mbientc. El sobr·cnadante se precipitó nuevamente con 

un igual de la solución de GUlfato de amonio s::iturada. 

CVcr figurL\ 5). Le~ figL1rci. 5 muc-stra el grado de;. pure:::a de la 

on=ima usad~ en aste trab~jo. 

4> Obtención al inl1ibidor. 

Se llevó utili=ando ol sobrenadante de las particulas psm-K 

Cver inciso 2 b>, que contiene la proteína inhibidora extraída de 

la ATPasa. El procedí mi en to que· !E.e si QLÍP corresponde ~! m6todo 

c.Jescrito por Horstman y Rackar nn 1970 C81) modific.:ido por l~lnin 

y col., 1982 (95>. 

Por cada 100 ml dc- sobreni:td"'nto de l ac p~m-1(, ag1-egaron 

29 g do sulfato de é'.monio '>' so agitó on baño do hielo 25 min. Se 

descartó el prccipi t¿jdo poi- ccntri -fugac:i ón a 14 000 g durante 10 

min. A cada 100 ml del sobrcnad::inte ::.i.ntorior, se agregaron 19.4 g 
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Figura s. Electroforesis en gel de poliacrilamida 15Y. en SDS de 

inhibidor y F,. 

, 7 8 
,:kilo da!tones 

! ___ 2_._3 __ 4 __ s __ 6 

66 - ....... 

45 -

29 

24 ~ .. 
·~ . .,, 

20.1 - ...... 

14.2 - ..... 

---
·-

Patrón de olectroforosis en gol de poliacrilamida 15Y. en 

sos. El gel contenía 10.60 y 118 µg do F 1 en los carriles 

2.4 y 6 respectivamente, las mismas cantidades de·F 1 -I on 

los carriles 3.5 y 7 respectivamente 5 µg de inhibidor en 

ol carril 8 y marcadores do peso molecular en el carril 1. 

Tinción con azul do Coomassie. 
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de sulfato de amonio y se centrifugó de la misma manera. 

precipitado sin resuspender 

y se disolvió en 7 ml 

mitocondrias inicial. 

se mantuvo a 0°C durante un dia o 

de sacarosa 250 mM por gramo 

El 

más 

A , cada . 70 mi-- de la solución obtonida se agregaron 5 ml de 

TCA 50~ y se cent-rifugó inmediatamente la suspensión a 15 000 g 

durante 5 min .. , el precipitado dE? cada 70 ml se di sol vi O en 5 ml 

do agua y se homogenei::ó on un homogonei:::ador de vidrio c:on 

vástago do teilón. El pH de 1 a su5pcnsi ón se 11 cv6 a 5. O con l<OH 

1 N y el precipitado so descartó pot· centrifugación a 20 

por 5 min. 

El s:obrenadante S!? neutral i:: 6 a pH 7. •l con !(OH 1 

000 g 

y se 

llevó a una concentración final de sacarosa de 0.25 M por adición 

de la mi !::irrra 

sol Llci ón so 

rc>gi strando 

en estado sólido. la concontración de sal 

ajustó 0.83 M con sulfato de amonio 

la conductividad un conductí metro 

de la 

sólido 

CDM-3 

Radiomcter/Copenhagen. Pe¡- cad~ mililitro de la soluc:iOn antt:!'rior 

s;e i\greqaron 1. 7 ml de etanol al 95% frío en baño di:' hielo-agua. 

Se mantuvo c:on agitoición durante 60 min y se centri-fugó 5 min a 

12 000 g. El precipitado =e homogenni::6 en un volúmen pequeño de 

sac:ai-osa 0.25 M, Tris sul·fato 10 mM pH 7.4 y se centrifugó 5 min 

a 12 000 g parn remover cualquier material i11eoluble .. 

Se reajustó la conductivid.:1.d del sobrenadante obtenido ti la 

cquivalc·nte a una solución 0.83 M de sulfato de amonio con dicha 

sal y se volvió a precipitar con etanol agitando durante 20 min. 

El prE<cipit.::\dO obtenido por centrif1..1ge:i.ción :=e resuspendió en un 

vol Lunen pequeño Tris pli 7.4 (0.8 ml por gr 

mi tocondri a$ iniciill) y ~e evaporó el etanol por agitación a 
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tempera.tura 

vacio. 

ambiente en un l~itasato conectado a una bomba 

La solución anterior =:e sometió a calentamiento C::·n b<iño 

ebullición 

un tubo 

a unos BS""'C con agitación c:onstanto durante 3 min 

Pyrex de 40 ml y se enfrió e:n un baño de agua 

temporatura ambit!nte. El prücipitado formado se rnmovió 

centrifugµción a 100 (1(1(1 g durante 20 min. El sobrenadante, 

conlieno la protoina lnhibidora, 

congcl~dor REVCO. Ver Figura 5. 

se guardó -7o~c en 

5) Determinación do la actividad ATPasa. 

Se llevó a cabo 

cspectrofotométricamentc.-

1 i berado. 

y 

por 2 mótodos distintos: 

bl por c:uant i ·F i cae: i ón del 

de 

en 

a 

por 

que 

un 

al 

Pi 

a) La determinación cr:pcctrofotomótrica descrita por Pullman 

y col. on 1960 (130) es una modida indircct~ de la hidrólisis del 

ATP quu 5C cuantific~ como desapariciór1 da ~IADH por absorbancia 

a 340 nm en presencia de un sistamn r-cgoncrador de ATP. \,le;¡¡- -f i g. 

6. El mc>dio cont€.•n1a t.:.'íl ur1 volt.:ln1e:n fin~l de 3 ml: Tris acetato 25 

mM pH 7.4, acetato de potasio 30 mM,. ucctato de magnesio 3 mM, 

fonfo&nol pirLtvato 0.3 mm,. nTP-t·I0-\01-l pH 7. 4 O. 3 mM, 16 a 20 µ1 de 

l'lADH 3(1 pH 7.~l, piruvato 

ci11~s~ 10 unid~d~~ ~· d~~hidrogenasa láctica 18 unidadc~ ambas an 

ealución de sulfato de amonio. 

La reacción Ee inició con la adición de di~tintas cantidades 

de o part!culas submitocondrialca, en cuyo caso se añadió 

rotcnona 10 JJQ en etanol 95"1. en l<.l mc:!cla de reacción para evitar 
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Fi aura 6. Esquc:ma do 1 as rcacci onc:>s ncopli\das para mr:.>di r 

ncti vi dad ATPasa esoectrof otomG-tri camcnte 

de f.\TP. 

con si stcm.:t rcqencr.:tdor 

ATP ADP 

PK 

Piruvato PEP 

NADH 

DL 

Lactato 

En Cilri\c:te1·es obscuros 5e muc:.>stran 1 os sustratos V las 

enzimas añadidas "' medio de roacción y E>n caractE!ros 

formados. nnrm$\les 1 os productos " intermediarios 

Abrcvi ntur.:>.s: f\TPasa: Pi~ fosfDto inorq~nicc: ADP. 

ATP. di- y tri-fosfato de adenosina: PI·~. Piruvato Cinasa: 

PEP. fosfo!:!nol piruvnto: DL. dc!Shidroqcnasa lii.ctica; NADH, 

NAO-. B-nic:otinc:1mida adenin di nucl cóti do reducido y 

oi:i dndo respec:ti vamonte. 

\ 



quo el NADH fuera oxidado por la c:adena respiratoria. L~ reacción 

se registró durante 5 min en un espec:tro1-otómctro Bec:l~man 35 .. 

b > La determi nac:i dn col ori m6tr i c:a del Pi 1 i berado se re.ali 2 ó 

d~sp_uás de que la reacción ocurrió en 1 ml del medio u=oado en la 

d~termin~C:ió~ esp~ctroTotomótrica omitiendo el MADH y 

denhidrogenasa lc\c:tic:a, i nc:ubando du1- ante 5 mi n a 30DC y par ando 

l " reacción c:on ácido tricloro-acótic:o 6
., 
'• final. 

cuanti~icación dol foEfato liberado por ln hidróli~iE del ATP se 

realizó por .el inétodo dC!' Sumner < 130) .. En un volúmcn final de 5 

ml se adicionaron a c:onc:C'nt1-acionc<E fin.o.~lc!:O: molibdato e.Jo amonio 

al o. 6 Y., ácido sulfúrico 0.75 ~I y sulfato forroso O. 78/... El 

desarrollo de color ~r: cuantificó de;o,pués de 10 min a 660 nm on 

un espec:trofotómetro Bccl~man 35 usando como reTerenc:i e:t 1 " 

absorción de 0.5 µmole!:> de l•':l-f::oi:PO,,.. 

6) Determinación do la actividad do la proteína inhibidora. 

a) En F1 soluble. 

So prL?incubaron dur·~nt:D 20 min a 3o~c de 1 a 2 e¡ de 

solL1ble y distintas cantidades do inhibidor en 0.1 ml de Mes-Tris 

20 mM pH 6.5, Mg-ATP 0.5 mM pH 6.5. La on::imi:I utili=ada en este 

tipo de ens<Jyo ITT:::\ntenlda en un~ susponsl ón de sul-Fato de antonio, 

=:e- centri fug6 10 min on L1n.-; cont1·i-fug2. clínica y el precipit.:ido 

El inhibldor usado 

para la intc_:.r-~ct'.i 6n por- colurnnitas do 

Sef adc:~ G 25-150 gruusa siguiendo tócnic:.:i dcsc:ri t.:i por 

( 131 i. hidrat.:.da montó cm 

do~ecl1ables do 1 ml, se equilibró con Mes-Tri-:;. 20 mM pl-1 6.5 y se 

empac:G por· c:c.•ntr·i fL~gac:i ón en un¿~ centrifuga el inica dL•r·ante 2 min 
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a velocidad má:-:i ma. Una alicuota de 100 a 150 µl que contuviera 

ne menos do 75 1-9 de inhibidor so recentriTugó en las mismas 

condiciones, todo a temperatura ambiente. 

La actividad ATPaGa remanente s~ cuantificó por ol 

colorimótrico descrito en el punto anterior. 

b> En partículas submitocondriales. 

mdtodo 

Se pr~incubaron durl.tnte 20 min a 30-=>C, 50 µg de psm AS ó 

con distintas cantidades de inhibidor en las miGmas condiciones 

que para evaluar su actividad =obre.- la en=.i111a 

anterior .. 

soluble, inciso 

7> Electroforesi= en goles do poliacrilamida. 

Se utilizaron do<:! sistemas di~tintost a) al dascrito por 

t•Jyc:koff y col. (132) 

a> El ~iEtE:!zna 

modi-ficado y C?l do=.cr-ito por Lacmmli (133). 

de oloctrafore~is doscrito por VJyckof f 

montó en goles cilindricoG a concontracionos do 11.4% acrilamida, 

0.6% bi ~-acri 1 :C\mi tf<J <nt·l~b1!:;-metilón--otc1-il3.mida), 81 mf't Ammediol 

(2 a.mino-2 mctil-1,3, p1-oµctnedi ol > '/ 3o) rnM f-ICI pH 9. 1 t?n el gel 

sep~\r¿\dor y 4.85~ acrilamida, 0.15% bis-acr-iladmida, 51. 4 mM 

Ammediol y 46 mM llCl pH 7.9 on el gel cor1contrador. Los gelQs se 

pCJlimeriza1-on por la adición dQ porsulfato do amonio una 

::onccnt1·.::.c::.i.ón 1.in<.,l de ü.O~:~ y TEMED 0.005:~ 

La 

glicinr.i 

~oluci6n ~mortiguadora dol rosorvorio superior conton.ia 

40 rnM, • Arnmediol 410 mM y SOS 0.1~~ pH 9. 4. La d"l 

res.orvorio inferior 62 mM Amme?diol, O.OS N HCl, pJ-1 8.23. Las 

proteína~ =e di~olvieron c!n Amnrediol 84 rnM, HCI 62 mM pH 8.37 con 

a:::ul de bromofonol para poner en el 9Dl y 5c corrieron 103 goles 
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a 85 voltios duranto 2 hrs 30 min-

Las prot.e:l nas ee fijaron al gel con TCA <ácido tri cloro 

acdtico> 30 h durante' 30 min y so tiñeron con a~ul de Coomassio 

brillante R '.al -o. 25~ ··en motanol: ác:i do acético 30: 7. 5'% dt.1r.;1ntc 1 a 

noche a· temperiifur·a ~mbiente y se dostiñoron Qn la misma solución 

sin col orante. 

b) El sistema do clectrofo1-csis descrito por Laemml i 

utili:ó on placas que contenían 3crilamida 15 

0.4'%., Tris-el (l. IJ M pH 8.8, o. 1~~ sos en el gel 

bis-acrilamida 

i:::eparador y 

acrilamida 3~ bis-acrilamida O.OSY., 

0.01% en el gel concentrador. 

Tris-Cl 0.13 ~I p~I 6. a, sos 

Lo~ geles se polimeri=aron por la adición do persulfato de 

amonio y TEMED cancontracianas finales d<> o.017Y. y 0.1% 

rospectivamenta. la =:olución de los reEc:n-vorios contc-nia Tris-Cl 

25 mM, glicina 0.2 M, SDS 0.1% pH 8.6. 

LaG n1uestras do protaina se aWadicron en me=cla de digestión 

con tcni ¿i gl i c:c1-ol 38. 4%., Tr·i:-Cl 0.3'1 M, sos 3.84% B-

mc:rc:apto etanol 6. 111 /~ y a=Ltl de.::· Coonras!:i e-. Se corrieren durante 4 

o 5 hrs a 60 n1A. Los;. gol es SQ f i J aron con TCfl 1 O/~ durante 10 mi n 

y '=OC tifío1·on con a::=L1l de> Coomassie <"! o. 05/.. en me.•tanol /ácido 

ac:6 ti c:c 30/10i: dur-,;.1nte la noc:ho y se destiñeron c:on 1" misma 

Lo~ Ocle= E~ f~t~gt aíiaron ~nto5 da la fijación y tinción de 

las protoinas bo.i.Jo ilumin;ic:ión con lu:: ultraviolata de onda corta 

~· de5puós de la tinción. 

8) MarcaJw fluorosc:ente. 
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La proteína inhibidora, obtenida como so indica en ol inciso 

4, se ·Filtró por columnitas de Sefadex G 25-105 =iguiendo la 

técnica descrita por Penefsky <131). La resina hidratada se montd 

en jeringas desechables de 1 ó de 3 

ajustada a pH 7.S-9.0 con kOH, 

ml y ~e equilibró 

NaOH ó NH,.. y so 

con 

ompac:ó 

agua 

por 

centrif'ugación en una centrl.~uga clinic~ dur.::i.nto 2 mi n. 

•/eloc:idad máxima, todo a temperatura ambiente. 

Se Juntaron las fracciono$ filtradas y so liofili.;::aron 

sequedad. 

a> Marcaje.~ con Fl uram. 

Se- resuspendió C?l 

d en bicarbonato 

inhibidor en borato de potasio 20 mM pl-f 

7.5 dQ sodio 50 mM pH 9.0 a distintas 

concentracione de protcinu y s~ me:::c16 con Fluram disuelto a 

distintas concent.1~aciones en i\Cotona agit~ndo en Verte:{ durante 

unos. segundos. La re<:\c.ción ~~llevó a cabo a temperatura ambienta­

Y manteniendo la mue~tr~ protogida de la Iu=. 

b> M~rcajo con FITC. 

Se· rc:n:.uspendió el inhibidor lio-Filizeo.do en bicarbonato 

EOdiO 

mg/ml. 

SO mM pH B.0-9~0 a una concontracidn de protein.:l de 

me:: el ó 

a'Ji tando 

durante· :'20 min a 

con FITC 

en Verte¡:. 

temperatura 

4.-:>0 uf't dit:.uelto en 

Sü n1antuvo protegido de 

ambiente y ~e filtró 

la 

por 

de 

1 

l u::: 

las 

columnitas descritaG <inc:i!!;o 0) oquilibradas con Mes-Tri~ 50 mM 

pH 6.5 (ver ~igura 7). 
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ESQUEMA DE MARCAJE DEL INHIBIDDR .. CON FITC 

fil tr-ar por Se-fa.de>: 
H,.,O CKDH, N~DH, rH4, pH 

liofili=ar 

l 
resuspcnder en M:al lCD:s 

1 

G-25 
7.4, 8.0) 

pl-I a.o 

cont1-ol do fluoro~ccnci~ 
Csln p1·ol>.·in-:.i) 

ajustar protaína ~ 1 mg.'1nl 
.-~~~~~~~~~~---1 

c:ont1-ol de acti vi d.;.,tf 
(+ mntilnol) 

filtrar por Sof~de:: G--~5 .1 Mcg -Tris ~o ml'l pH 



9) Medidas de -Fluoresc:enc:i <l. 

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo an un 

espectro-fluordmetro SLM 4800. Para la obtención dQ los espectros 

de excitación y emisión se utili:ó el fluorómetro acoplado a una 

computadora Apple II. 

Las 1 ongi tudes de onda de- e~~c i t aci 6n y emisión se f i j 3.1· on .:.\ 

405 y 480 nm respectiva.mento para registrar los onpoctros do! 

derivado -fluorescente dc·l F'luram y il ·lBO )' 530 nm para registrar 

los correspondientes al derivado del FITC. Tod::l.S las ~por turas 

del pa~o de 1 u:: r;c mantuvi oran <:1 16 nm. 

La intensidad do la fluar·esconcia so midió llev~ndo a 

uni úadt?!::: l n produci d3 por Ltn a sol LtC i ón 

sulTato quinin<l 1 mg/ml en ácido ~ulfltrico 0.1 

cncit.~c:ión 405 nm y emisión a 480 nm para el derivo.do 

o bi~n, a 0.5 unidades do F l uorosccnci a 

co1-rcspontli ente a una solución de fluo~a5coina de sodio 1 µM 

0.02 

de 

con 

del 

la 

<>n 

sosa 0.1 rl a 470 y 530 nm las longitude5 de or1da de o~:citación y 

omisión respec-liva11icnt12. 

Las de estado estacionario do polari=aci6n la 

flourosccncia so J1icieron con el fluorómetro on la forma ''T 11
, qua 

permite medir las inton5idades de F l uo1-escenci a de los 

componentes paralelo y perpendicular al oJo do polarizaci~n cln le 

lu::. de e~:cit~ción ~imultánoamentE:' ueando 2 canales de detección 

(124). Las medidas su llevaron a cabo _::i temperatura _::imbionte a 

tr av~s de Ti l tros de cor te.· SCHDTT !(V 550 en lo= e anal e~ de 

emisión, tn:citflndo con lu:! monocrom:1ticil de 480 nm. 

La polari=.ación (p) :::e calculó mediante la siguiente -fórmula: 
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p = 

Iv...,/lvH 

IH...,/I1-1•1 

Iv...,/1...,,., 

IH...,/I1-1H 

- 1 

+ 1 

en donde I es la intensidad de la fluorescencia observada cuando 

los polarl::adoras do lou hacos du omisión y e::citac.ión se f i J <.ln 

con cie1~ta oriont.a.ción. El primer =:ubíndice de cada intensidad 

indica la oricnt.n.c:ión dol polarl::udor del ha:: de e:ecitación y ol 

sc.>gL1ndo la H y V 

significan horizontal y vortici.\l rospcctiv:01montc. 

En general la=: medid:0\s de fluorc5cc-ncia ~e llevaron a cabo a 

tomperaturn ~mbiunte an celdas do 0.3 ml de capacidad y 0.3 cm do 

P'-\SO de 1 u::. 

10) Datorminaci611 dc protoína. 

Se siguió el mótodo doscrito por Gornall y col. < 134 > con ol 

reac:ti ve de Diur~t para nstiniar lü protoína en mitocondrias y 

part1culas submitocondri~Jpc y nJ m6tcdc dc~critc ~ar 

( 135) 

usando albó.rnina sérica do bovino di:ouoltC1 en agua como oo;tándar. 

cu.:lntificar del 

fluoruscuntc en amortiguador do bicarbonato do sodio, 

c·l e>!:d .. Ar1dnr diluido en el mismo amortigu3dor. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

I. Marcaje ·Y Caracterización de un derivado de la 

lnhibidora corl Fluram. 

Proteína 

La proteína inhibidora puri-ficada se marcó con fluore?scamina 

en las siguiente condiciones: inhibidor a una concontración de 

33.6 µM, en borato potasio 20 mM pH a.o, Fl uram 1 mM en acetona 

3. 8% final a temper-atL1r a ::.unbi C!n tn agitando en Vorto:~ duranto unos 

:.egundos. E11 l .. "\ figura 8 ..::;ra muestrc.tn los espectros no corrC?gidos 

e:-:c:i taci ón y emisión de fluorescencia dt~l .inhibidor- marcado 

Para la obtención de los espectros se diluyó 

la mues·tra con t.tn volt'unen de f'tes-Tris 20 mM pH 6.5 

i 1 ust1-ados B, hicieron Los 

barriendo la longitud de onda do o;:citdción c.:~da nnnometro desde 

-:::::;o hasta ·l'50 mrtnteni Rndo con'=.L::trslc. 1 8 1 ongi tud de! onda de 

omisión a 481 nm par·;;:i. obloner el •4Spcctro d1:> e::cituc:ión y 

flfll la longitud d~ ond~ de C?misión c:on la de 

e~:ci1..ación constante a 403 nm par3. ol ospC?c:tro de emisi~n. 

L¡-~::; longitudes do orid¿i elegidas pi1ra trabajar- fueron '105 y 

480 nm do ot:citac:ión y ornisión respoctivamante, quo on la figura 

mue.•stran ~eñal.?.das con flcch.;i.s y QLl!:' constituyé't1 Jn-:::. 

Uti 1 i::ando cc.•ndi ci one>s de la 

figura 8, se estudió ol ofocto d~ difcrcntoG concont1-acion~s do 

y deis t.:oncú11lr.:1cioncs Fijas de inhibidor sobre el 

grado de marcdjc. La figura 9 inuustt-~ una curva do 5aturaci ón 

dep(jnclie:.·n-Lt.:· de la concc:-r1lr.1ción tJc· Flurarn, lo cual indica qL1C? la 
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Fi ciurn .e.· Es¡:,e>c:tros de-· o::c:i tac:i pn y emisión no corregí dos del 

i nhi bi dor- marcado c;on"': Fl-Ur.am; 

INHIBIDOR - FLURAM 

350 400 450 500 

LONGITUD DE ONDA (nm) 

Rc.>9i s:-.tro do 1 os c:spectros de f l uore5cenci a de una 

de inhibidor ma:-c.:1do con Fluram a una 

conccntr.:".ción de proteína. de 16.B M en borato da 

potasio 10 mM. Mes-Tris 10 rnM pH 6.6. m.:i.nteniendo 

con~tan'tn!r l onoi tudes onda de emisión y 

c~:ci t.aci ón a 403 v 481 nm rcEDcctivamcnte. con 16 nm 

pas-.o di? lu=: en .ambos. flechas señalan l~s 

l onqi tudas de onda el c-gi das para todos los 

c::oc-r:i mQntos postcri ores. 
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Fi aura 
Efacto da diferentes concentraciones de Fluram en 

marcaje de Ja proteína inhibidora. 

0.03 

<( 
> 
~ 
...J 0.02 w 
a: 
<( 

Li 
z w 
u 
U) 
w 

0.01 a: 
o 
::> 
...J 
lL 

0.5 1.0 1.5 

FLURAM (mM} 

ol 

Se marcó el inhibidor diluído a dos concentraciones 

fin.:i.les fijac: <•> Cl.314 µM y ((1) 0 .. 11 uM en (» .. 15 y 

O. 1 ml borato de pota~i o 20 mM pH 8. O rc5pecti v.:i.mcnte 

con las distinta~ concontracionas de Fluram en acetona 

fin¿\l que? sc:i indican, u t~rnpcr¿\tura ambiente .. 

O.O:? Llnid.:idcs de .fluorc-!::".ccnc:ia corrC?~pondcn a 1 mo/ml 

de sulfato de quininil c:in H~so4 0.1 N. 
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protcí na posC?e un número 1 imitado de grupos espccí f-i ces en: pues to:= 

capaces de· reaccionar con ·e1 Fluram .. Tales grupos c:orrcsponden 

supuestamente 

terminal .. 

a las lisinas y posiblemente también "1 amino 

c:cn 

Los 

las 

d.os ·experimentos ilüstrados en la figL1ra 9 se hicieron 

mismas condiciones da marcaje e!~cepto por el volumon 

final, que en el eHperime:nto mostrado con puntos neoro5 fue de 

o. 15 ml y en ~l que corresponde a los puntos bl~ncos do 0.1 ml. 

1" Esto puede ser importante pn reac:c:: i ón "n 1 " que 

probabilidad de re::i.cci ón antro una nial ócul a de f luram y una ami na 

prlinari a 

probü.ble 

dc-p0r1dC? 

que un 

no sólo d(: 1 as c:onc:e::·nlr-acione~ 

volumen 

ambas:; es 

para el 1-.ó.pido 

mc::clado de lar= rr.ac.:tivos. Convi c·na rccorrLc'r que ol Fluram qLtc:> no 

re~cciona c:on un~ dmina primaria Ccun un ti~2 de rcacci 6n do 

mscg) hidroliza 011 sr:ogundos formando productos no 

{-1 uore~centi:..•s. 

Al probar la actividad irlhibitoria dol derivado flL1oro~ccnte 

•,;;;obre la Fi. (figu1-a 10), se observó que !'.!!:! t!l no so modi f i c--1 por 

dr. marcaje 

Lttiliz,r>.da 

marc.::i.bles 

fue 

aún 

pi-opor·c i on:.11 ¡~ concentroir.ión do 

do 13 ~~turaci611 de lo~ po$iblc;s 

Fluram 

grupos 

se 

Ja 

~ctivid~d al 5Qr modifiCüdüs cor1 

E~to podr1~ indicar que no 

l'}UP prnduccn 1 ¿\ pórdi dü de 

ot1-0!3 rcactl \to!:! ( 100, 101). 

olJf:urvada un 1 i\S uni dade=: de fluorcf::cenc:ia. 

e11tr~ lds Flgu1-•s 7 ¡ 10 ~n debe 3 qt1A on Is fiQIJr~ 9 ln~ modidas 

EE? hicieron co1np-.oi1-alivLts :a una:t curva oat.:'.1nd:lr de ar-ginina mo.\rcada 

en las n1l'.'>ni:.1s condici·:>n~s y en l:::! figura 10 -::e leyó comparando 
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Fi Qura 1 O. Actividad inhibitoria del d~rivado fluor~scente de la 

proteína inhibidora con diferentes grados de marcaje sobre la 

ATPasa soluble CF~> 

70 

~ 0.3 iJ?. 

¡:: o 
< fTl 
...J 50 z w 
a: :r: 

< CD 

0.2 (5 o o z 
w z 
(.) o (/) 

fTI w 
a: )> o --i 

' :::> 0.1 -u l. ...J e 

' 
Ll.. en 

e 
~ 

a ~ 
~ 

.9. 

0.25 0.5 

FLURAM (mM) 

El marcaje sc llevó ¿o. cebo con inhibidor a 33 ¡.1M C?-n 

o. 15 ml de borato de potasio 20 mM pH 7.5 con las 

conccntraci onC?s F'l uram que? ~c indican. La 

inhibición da 4 µo dc inhibidor sa midió sobre 1 µg de 

Fi con actividad c=o!:'cific¿-¡ de- hidróliEis de ATP do 4(1 

malee Pi min-~ mo-~. 

D~EpuOs de marcar y antes do modir f l uor esccnc i a~ 

sc equilibró con Mes-Tris 20 mM pH 6.5 filtrando la 

mU!:'!ltra por como se detalla en la 

sección de materiales y métodos inciso 6a. 
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Fiollra JJ. Capacidad inhibitoria comp~rativa da diferentes 

concentraciones de inhibidor nativo y marcado con Fluram sobre la 

actividad de ATPasa do particulas AS. 

o 
(/J 
o 
a... 
!;{ 
w 
o 
z 50 o 
o 
CD 
:e 
z 
H 

w 
o 

* 

PSM -AS 

0.5 1.0 2.0 

INHIBIDOR (j!Q) 

S<> us3ran 50 )J Q do psm-AS con una actividad 

hi drol i ti c.ei e~pt?cí f i ca de 3. 56 µmol as Pi mi n-1. mq-t. y 

las cantidades indicadas do inhibidor control e•> y 

mc:irc.oido con ·fturam CO> prei ncubündo durante 20 mi n a 

30°C on tics-Tris =o mM pH 6 .. 5. Lil actividad ATPasD. en 

J ml de Tri$ .o?.Ct:-tr.\tO 25 mM pH 7.'l. acetato do potasio 

30 mM. acetato de maonesio 3 mi'!, on presencia de 

fosfoenol piruv~to 0 .. 3 mH. ATP-t..faDH O .. 3 mM PH 7. 4 • 16 

a 20 J.Jl de Nf\DM 30 mM di<zut:!lto en Tris acotato 25 mM 

oH 7.4 y 10 Ltniderlc~ do piruvato cinaso se evaluó por 

la cuantificación colorimótrica del Pi l i bor<ldo. La 

intensidad da l~ flttCrR~concia del inhibidor utili:ado 

fue de 0.26 unidades. 



con Lln estándar de SL1l·Fato do quinina. 

La capaci d.:.\d inhibitoria del derivado -flL!orosc:onte de la 

proteína inhibidora se estudió en comparación con ln protQina sin 

m.;-:\rcar sobre la actividad ATPasa tanto de la on::ima particulada 

<-Figura 11) como de la soluble (-fig .. 12) • En l :l f i gura 11 se 

puedo observar que no se detectó ninguna madi f icaci ón por el 

marcaje dei la inhibición producida; sin ambargo, e>:istioron lotes 

en los· que el marcaje inhibió parcialmente su actividad~ 

c:.bservó en el lote utili:::ado en la figur:¡, 12. 

como 5e 

En el e}:perimento mostrado en la -Figu1-a 12, las condiciones 

de m~rcaJo Fuoron las mismas quo en ol de l~ flgur~ 11 e~:copto el 

curvas de volumon final, que esta voz fuo 10 vacan menor. Las 

inhibición demuestran quo la actividad int1ibitor·ia del tfC!riv.:ido 

fluoroscentC' menor· que la del contr·cl tanto ~i ec mide en 

partlculas ~ubn1itocondr·i~1lcs cun10 on F, soluble sin 01nbargo, la 

dif~rancia de actividud inl1ibitoria observada ontro los deriv~dos 

us.:;.do·~ on 1 os expe1- i mcnt.on de 1 as r i quras 11 y 12 

dificil dt> c~:pl j C:lr por un m;:iyor o menor n1:trnaro dn grupos 

mócJific.:-tdos pL1e•.=lo qL1c: la fluorc"'ccnci.:-1 rc·lativa do ambos fué muy 

similar: 0.26 y 0.20 unidades do -fluoroscancia para la~ figuras 

11 y 12 rOEp~ctivanrmr1to. 

Tampuco pu~•dt.> dc>bc.•rsc <.\l co:1 L.::ni dü cit::.• i nhi L>i dar endógeno de 

l 0.5 p3.rt.! cul aG ernple~d::is en los 2 o::pet·lmcni:os pa.ru e•.•aluar 1 " 

.Eictividetd d<>l inhibidor y.!i que so L1tili::aron partículas un 

mismo lot~ co11 un3. ~tc:tivid:01d os:.pccific-'l d0 hid1-ólisin del ATP de 

i l LIEtrados, 

dernue~tran quo ni ol grade dú rtt~1·c~jo ni la actividad inhibitoria 



Fioura 12. C.:1;paci dad inhibitoria comparativa del inhibidor 

m.:i.rc.:ido con Fluram y sin marca1· sobre la actividad ATPasa soluble 

V particul~da. 

e 

"' e 

PSM-AS F, 

~ 100 
...:. 

so 

w 
a 
z o 
u 
¡¡; 
:e 50 
z 

o 
H 

w 
a 
~ 

2 3 2 3 

INHIBIDOR (}'g) 

Se uc~ron 50 µg de psm-As ó 2 Q de F1 soluble con 

.:i.ctividad hidrolítica específica de 3 y 34 moles Pi 

mo- 1 rospactivamonte y las cantidades que se 

indic~ron de inhibidor m~rcado (O> v sin marcar <•) • 

La concentración de inhibidor durante el marcaje fue 

10 µM en 0.15 ml d8 borato d~ potasio 20 mM pH 7.5. la 

intensid.:i.d de la fluorescencia era de 0.2 unidades de 

f l L1oresc:e>nci ;:i. .. La actividad se eovaluó como en la 

fioura anterior. 
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obtenida con el derivado ·fluorescente son ·fácilmente reproduciblos, lo 

cual consideramos,· representaba una desventaja considerable para 

el empleo.del Flu1-am como reactivo marcador. 

Como el problema mencionado podria ser suporado 

preparaba un 

para realizar 

lote de i nhibi dor- marcado =.uficientcmente 

toda una serie "" 

si so 

grande? 

estimó 

importante determinar 1 a oEtabi 1 i d.~d del derivado fluorescente. 

La figura 13 muestra la ostabilid~d do la fluorosc:Qnc:ia y de 

la actividad dol inl1ibidor marcado CLtnndo 50 almacenó a 4°C 

protegido de la luz. El derivado fluoresc:onte empleado en os to 

Como e>:perimento fue el mismo que el ulili:=i"ldo t.•n l¿\ figura 11. 

puedo versQ, tanto 1~ ac:tivid3d inttibitori~ co1no la intensidad de 

marcado 

mantenido a 4°C; .!!. tiempo!:': m'3yorcs se piordt:n la ::i.ctlvidad y la 

1'1 uorc-sccnci i"t conc:omi t. .:intemrri to~ 

El e::pci-in1r>nto 111or:tratlo en la figLtt-a l'l demuestra 

En c-ste c:.:pcrimento, 

que la 

mejor 

aún la 

cstnbilidad ~ 4~c '::o m::\ntuvo inalterada por 24 horois, 

experimento moetrado en la figL1ra 13. 

como en ol 

E~:perimcntos postcrio1-es mo~tr:.tron que c=l problQma la 

ostabilidad pucd~ ~~1 r~~uolL~ íl1i.nLc¡1icndG ~ o-e on la occurldild 

al dcrivndo flucra5ccntc y~ que la intonsid~d do la flucro~ccncia 

se mantuvo constantl2' en c5.:i.s condicione~ y !OH2 repitió con lotes 

diferentes de inhibidor mn1-coicln hast:i poi- 20 dí as .. Sin emb<:t.1-go no 

se midió l~ activid~d remanente on esos t~::perimentos pero es 

p1-obablc qur~ tampoco 1~ 9ctividad su vicr01 afectada puosto que 

cor.10 5!!> puede:- apr·eci.,.v- Qf1 la figurM. 13 l:::t pérdida de actividad es 
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Fioura 13. E5tabilidad de la fluorescencia y Dctividad 

inhibitoria a 4~c del inhibidor marcado con Flur~rn. 

:g; ----- ¡¡¿ 

~ Cl - fT1 _J 
w 0.2 5Ó o:: z 

:r: 
<( ro 
(_) 

~./-::----\ 
("") z o w 

(_) z 
(/) Cl w fT1 o:: 
o 0.1 ~ :;::¡ 
_J 

\ "O 
LL o 

en 
:§: o 

2 3 4 

TIEMPO (días) 

La actividad inhibitori~ del inhibidcr marcado (O) s" 
muestra comparada con la del control <•) . f'lpilrC·CC' 

titmbifn en qráfic¿., la i ntc:nsi dad de la 

fl uot-esc:cnci a del derivado f l uoresccnte. 

condi cienes dn m.:ircajc.> ft.tc.-1-on: inhibidor en borato de 

pota~io ::o mt1 p!l 7.5 a una conccnti-ación final de 10 

lJM• Flurarn 600 µM en acetona 4.17% final. 
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paralola a la pérdida de fluorescencia. La figura 14 ilustra quo 

la fluoresconcia relativa del inhibidor marcado disminuyo por dos 

congelaciones y descongelaciones sucesivas. 

El empleo de marcadores ·fluoresc:ontes puede pormitir medir 

la inte~acción de un derivado Fluornscer1te de la protoina 

inhibidora 

mente· de 

con su sitio d~ fijación en la cn=ima 

la actividad, si exister1 cambios en la 

i ndependi en tC?­

f l uorosconc i a 

atribuibles 

hidrofóbico. 

al paso del flur-6fo1-o de un modio ac:tta~o a uno más 

al inhibidor marcado se aWadió cn:ima F, soluble en Cuando 

condiciones que promueven su asociación (i.e. pH 6.S 't' Mg-ATP>, 

so pLtdo detectar un c.:tmbio impcrt.:intc, r~pido y roproducibla "" 
la intensid~d do la fluor·escencia, ilustrado en las tablas 1 y 2. 

Ambos. e:: pcr- i mcn tos se renli=aron con do~ lotcE de 

inhibidor y de F1. 

El cambio on la intensidad de l~ fluorescencia del inhibidor 

marc:3.tio es diroc:tamente proporcional a la cantidad de F 1 .=:c.ñadid=:i., 

como se ilustra en la figura 15. 

Por otro lado, los cambios obsc-·rvado= no parecen debcr!:e 

dispersión da la lu= causudn por la on=ima ya qua una solución do 

en:.=:imLi ¿\ conc:entrac:i6n de 1.1 µM no omitió ninguna fluorescencia 

un el rango rogistr~do <450 a 5SO nm> si es e::citada a 405 nm 

tanto c·n prco:cnr.i.::\ como c.·n au=:cncia de Mg·-r':iTF' 2 mH en Mes-Tri: 20 

mM pH 6.5. 

A posar de que- la magnitud del cambio observado en la 

inten5idad de la fluorcEcencla (tablas 1 y 2) es poquo~a, lo cual 

puod._. le1 1-elaLiva1hQflle paca sen;ibi 1 ida.d QLtC 
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FiQui-a Estabilid.:i.d do la intensidad relativa de la 

fluorc$ccncia del inhibidor marcndo con Fluram a 9qc:1 y 0°C. 
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La inton~idad de fluorc5ccncia del inhibidor marcado 

ml'lntcni do .:i. lJ°C (0) y conoc_1.:\do ll oc:1c <•> se muestran 

la c:irt.fica. El punto ~cñalado con una flecha 

corresponde a la intcn~id~d de la fluorcsccncil'I del 

inhibidor que fue sometido a los procesos de 

concc-1 ac:i ón y desconoclación =:ucesi vos. Las 

condicionos de marcaj~ fueron: inhibidor en borato de 

pot2.sio ::-o mM pi-! 7.5 a concentración final de::- 20 µM, 

F'l ui-D.m 500 µ M en .r.cetona 4. 1 'l. f i n.:il. Fl uoresccnci a 

relativa del inhibidor marcado: 0.33 unidades. 
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Tabla 1. Cambios de intensidad de la fluorescencia del inhibidor 

marcado con Fluram inducidos por F1. 

F'. Fluore-=.cencia 6 UF' :( 100 

C µ Ml CUF'l 

------ o. 2939±..0. 016! ------
o.55 0.3011±0-0093 0.72 

1. 11 o. 3279±0- 0130 3.39 

2.22 o. 3433±.C,.Ol 12 4.94 

UF': unidades de fluorescencia, D.UF: 

ontre el control (sin F-.> y los oHperimontalcis; tomando 

~ lecturas de UF a intovalos do 15 seg. En todos los 

casos la concontración Tina! do inhibidor Tue 10 uM en 

Mes-Tri=: 20 mM pl·I 6. 5, borato do potasio 3. 6 mM pH 8. O, 

Mg-ATP 2 mM. La fluorescencia de las muestras se midió 

a diferentes tiempos dosde la adición de F1 hasta 90 

min. 
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Tabla 2. Cambios do intensidad do 1~ fluoresconci~ del inhibidor 

marcado con Fluram inducidos por F 1 • 

F, Fluorescencia l\ UF X 100 

e µM> CUF) 

o. 3'547±.0- 0074 --------
0.56 o. 3658±.0- 0075 1. 11 

1. 17 0.3862±0-0109 3. 15 

2 .. 40 0.41140±.0.0179 5.63 

La concentración final de inhibidor era 7.43 \JM en 

todos los casos en Mes-Tris 20 mM pH 6.5~ borato i;:ie 

potasio 7 mM pH a.o, Mg-ATP 2 mM. La fluorescencia so 

midió a diferente~ ticmpoE desde la adición de F 1 hasta 

40 min. La desviación cst~nd~r corresponde a 5 datos. 

Las abreviatura= usadas se c>:pl i can en 1 a Tabla 1. 
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Fiqura 15. Cambios intensidad de la fluorescencia 

in.hibidcr marcado en función de la c.cnc~ntración de F 1 • 

o 
o 
~ 

X 

LL 
::::> 
<l 

5 

o 

1 2 3 

del 

Los doto~ qraficados c.01-r[O!spondcn a las primera y 

óltim~ columnas de la tebla 2. 
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preEentan en general los derivados flLtorescc.>ntes del Fluram al 

medio en el que se encuontran (123, 136), l~ roproducibilidad Qn 

ol cambio de fluore5cencia, aLtnado a la velocidad con la que "" 
observa y el hecho de que permano:ca constante on "1 tiompo, 

hacen de una tócniC3 invaluablo para el c-=:tudi o de tal 

interacción .. Ya que se trata:t de una intcrücción rttpid.;:i., no podría 

detectarse midiendo la inhibición, 

so ha utili:ado para su estudio. 

que e:: el otro pai-ámetro que 

Un 

obtener 

estudio detallado de e::taE interaccione~, pcrmi ti1~tt 

constantes cindticas de asociacic'Jn y di =:oci <:l.ci ón y 

establecer 1 as condicionc=: p.o\ra 1 a fijación la protci na 

inhibidora en un Eltlo ospncifico do 1~ enzima. Cabo hacer notar 

quD ol c:mplao de.• n1C\rc.adu1-c.•E fluorcsc:entL•G evitan la nccc.>sidad de 

separar nl inhibidor libro dal unida a 1~ en~ima pilra detector la 

intcr.::-tc:ci ón lo Clt~l pcr1nito rc~li=~r c~tudio~ en intervalo=: de 

tiempo qua ria pcr1nitl1-í.i\ el lJSO do mar·cador~s rildioactivo5. 

Po~ ctr~ parle, el 0mplco del Flur¡•m, nos permitió detectar a 

la protein:01 inhibidora en geles do poliacrilnmid~ en SOS bajo 

ilumin.?ción con lu= ultr.:.\'/iolcta do ond:1 corta. <Vc.-r figu1-a 16>. 

Sin 

rcac:tivo 

deriv.:i.dos 

embargo, c::istcn de:svcnta.Jns con c;l uso dul Flur;im como 

m~rcador, 

que .; or·ma, 

que 1-andiu1icnto cuántic:o de 

e~ sicnificativamcnte menor qua los da 

los 

la 

fluoresceína o el daneilo C123); a pesar da ello, Eus c:arac:tcrís-

l:ic:a.s esper:trales 1~esul (:¿\n f'1VO•'"<!blc·<> y;\ que> ] .OJ emisión de los 

deriv.c .. dci~ del FlL1r.:i.m as mil::im.-; a longit.udcs de- onda coi-tas, ,:, las 

quo lQ ecr1albilidad d~ 1~ m~yorla dn lo5 fototubo3 os mayor. 

Qui:~s l~ priricipal dQcventaja es la poca rcproduc:ibilid3d Gn 

el Eslc 50 puado ~tribuir ~ que l~ reacción con ominas 



16. Electroforesis en gel de poliacrilamida en sos de 

inhibidor marcado con Fluram. 
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1 

El gel contcníu 40 µg da inhibidor marcado con Fluram. 

a> Detección do fluorescencia en el gel con lu= ultra-

violeta de> onda corta~ b) el mismo ael 

teñir con a=ul d~ Coomassie. 
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Figura 16. Electroforesis 

, id marcado con Fluram. i,phib or 

c>M gel de poliacrilamida en sos 

-

El gc:l contc;ní.a qo µg de? inhibidor marcado con Fluram. 

a) Detección de fluorosccncia en C?l gel con lu= ultra-

violota de onda corta, bl el mi ~mo gel dcsput-s de 
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primarias Cver figura 4) se 11 ava a e abo en ti cmpos muy cortos 

del orden da mseg, ya que el reactivo quo no reaccionó dur.:i.nto 

ese intervalo de tiempo con una amina, reacciona en segundos con 

el agua del medio formando productos hidróli~i!'.i no 

-fluorescentes (1'37>. Va que se considera que se produce una 

inactivación y no una destrucción irreversiblo por hidróli!'.iiS 

<136), tales productos podrían disminuir la capacidad inhibitoria 

del derivado fluorescente. 

-A posar- de las de:;ve?ntajas menciona.das, el dt?ri vado 

inhibidor-Fluram, o-trece posibilidades do estudio po~torioros, 

Ltti 1 izando 1 as ca1-actcristicas dol c.~-.rnbio de intcn!:::idad la 

fluorescencia producido por F.i y l:t po~ibilidad de:? detc:cta1-10 on 

geles de poliacriltlmid~ con SDS. 

A la lu:: de.: lo= re!.'OLtllados obtenidos con el Fluram, decidimos 

utilizar otro marc3dor fluorosconte quo nos pern1iticra complotnr 

O] ostLtdio a la inlcracci6n del inhibido1- con la 

enzim01. 

II. Marcajo y Caractori~aciOn do un derivado fluorescente de 

la protaína inhibidora con icotiocianato de -tluoroscoina (FITC>. 

El isotiocian-3.to de fluorcsct?ínZi ha o:::.;ido c>:tc-n!:ivamento usado 

para el m=i.rcaje cOV3len-te do proteín::.\s debido a las vnntajas quo 

ofrece-, como alto5 1·cndiroionto CL1ántico y absorvencia, :lt:i como 

la Qstabilidad do loa deriv~1dos formados <124>. Inc l u:..;o h::.1 

1 i qandos Lttili:.!ndo p3ra mc-d i ,- di stanc:i a~, c·ntre dos 

transfcroncia de cncn-gía con otro fluoróforo qua sirva 
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Fiaura 17. E=.pectrcs de oxcitación y emisión no corrcoidcs d<?l 

inhibidor marcado con FITC. 
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LONGITUD DE ONDA (nm) 

Lns f 1 echa E:. cc~alon 12~ lonoitudce de onda 

para 1 os e>!:neri mentes: 470 y 530 nm de c~:citación y 

cmiGión reE:.occtivamcnte para n1cdir intcn$idad v 480 v 

550 nm de:- e~:citac:ión y emisión rc~pcc:tivamcntc para 

medir pol~ri=Dci6n de la fluorcEc:cncia. Condiciones de 

marcaje: inhibidor /M.:-.HCO~ 50 mM pH 8.2 a 

conc:C?ntraci ón de oroteina de ú.85 rnQ/ml <BB.5 µM>, 

FITC 0.385 mM en tnC?tancl ~e>co 3.Sf. final. La obtención 

los de filtr~r t>l 

dr?ri vadci f l uo:-cEccnt e: por Sef adc:: G-50 ~oui 1 i bracio con 

Mes-Tris 50 mM pH 6.5, como !".P detnl l il. C?n 1 a SC!cci ón 

dio matc~iales v método$. manteniendo constantes las 

1 onoi tudcs de onda de cmi si ón y e~:ci taci ón a 560 y 470 

nm paro obtener los ccpmctros de excitación v cmi si ón 

respccti v.nmcntD. 



donador o ac:optor, seg..:tn sus caracter.istic:a5 espectrales. 

La figura 17 muestra los espectros de OHcitac:i6n y emisión no 

corregidos d91 inhibidor m~rc:gdo con FITC. 

El ospec:tro difiere de los reportados para otros derivados 

fluorescentes <138,122), ya que la altura del pico dC' e::citac:ión 

suele coi ne i di r con 1 a del pi ca de cmi s:i ón es to :e debe a que 1 a 

longitud de onda de emisión escogida p~ra obtcnur el es:p~ctro do 

e:1c:itac:ión, no c:.orrespond{a al má~:imo~ 

La capacidad inhibitori~ dol derivado fluorosc:ento 1" 

protei11n inhibidora con al FITC, se ilustra en la figura 18, en 

1 a que puede observarse que 1 a ac: ti vid :id i nhi b i tor i 2 dol dc:>r i V3do 

f 1 uorescent.r.:- no .:_•.l y que 

permaneció estable de5pu6s de 5 dias d~ c:ongcl3micnto ~ o~c. Por 

otro 1 ado, las c~ractet·i~tic:as dQ los n5pcctros dQ fluorQGCcncia 

no se nfoc:taron un las n1i~nras condiciones (no ilustrado). 

A difcrenci~ de lo obscrv::ido r..:c.in el Flur-::im y con muchos ott-os 

Flurófor·o~ (124, 125) ló.\ ir1ten!=:,idz.td de la fluorL'SCCncia los 

dcri VfJ.do=: de la fluorosc:e1.n3. E!S insensible ~\l modio on el qua De? 

flL1or 6for·o. interacción de la 

prote.i n~ inhibí dora ser moni to1-cad,:i, 

registrando cambio~ en la polari=ución do l~ f 1 uoresccnc i .3., lo 

cu'"'l pc; .. i-·mitD ob$erv<:\r evc·ntos de fi jac:ión mc·didos como cambios en 

e>l coeficiente de di Fusión rot~cion~l do una mol t"'.!cul 01 

marcad.=:\, como l~ p1-ot0í:na inhibidarc.,, con una de mayor 

pequeña 

tamaño, 

como os l:l ATP.:\s=i. La polar·iz3.ción ofrece una tócnica directa y 

simple tiempos 

cortos y •.:Jíl solución. 

En l.?. iigur-a 19, :::eo mue~t,-¿, un e~:pei-imcnto en el que ~e midió 
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Fiaura 18. curva di? actividad -del inhibidor m.nrcado con FJTC. 
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INHIBIDOR (_JJg) 

Se usaron 2 µq de F, con actividad ATPasa eEpccífica 

d~ 59 µmol e~ Pi min-' ma- 1 v l ~~ cantid~dc-s indic.:o.das 

de inhibidor marcado con FITC <O> y ~in marcar <O> que 

=..e: tr1.antuvícron 5 díZ!.z .o-: (l<=>C en o5c:uri d~d. 

condiciones de marcaje corresponden a la5 se~aJadaE en 

1 a f i cure. 17. 
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Polari::ación d<>l inhibido!"' m¡-1rcado con FITC cm 
Fioura 19. 

oresonc:ia de nucleótido y F' • 

0,3 

z 
o 0,2 

(.) 
<( 
N 
o:: 
<( 
_J 
o 0.3 o... 

5 

TIEMPO (mln) 

5 

TIEMPO (mln) 

._1.3 
+- 2,4 
..... 5 

10 

+-6 

10 

La polari::cción de le flL1orcsc1:?ncia si:? midió a 

intervalos de 15 seo durante los primeros S min y a 

8 v 10 min de~nuós de cada adición. Se usüron 

lac ciQuientcs conccntr~cioncs finales: inhibidor 

6.9 IJ M: on lo& tra::os 1.2 v 5 ~· lo~ tra::os 

2. 4 Y 6; Mc.i-·ATF' Y EOTA-ATP, 8. 33 rr.M en lo~ tra::os 3 y 

5 rc::spc-ctivamcnte> v 6.7 mM e>n los tre::os 4 v 6 en un 

volumc:n finnl de 0.12 ml de Mc~-Tris 50 mM pH 6.5 C?n 

loe tr~:.::o~ 1. 3 v 5 v 0.15 ml en los tra:os 2. 4 y 6: 

F,. ~.66 IJM en los tra:os 4 y 6 <Ver tabla 3). 
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la pol ari z ación de la fluorescencia del inhibidor marcado c:cn 

FITC en p-resencia de F 1 en condiciones de asociación Ci.e. pH 6.5 

y 11g.ATP>. Como PU.ede verse, la polari2ación de la fluoroscencia 

del inhibidor se mantuvo constante on el intervalo de tiempo 

registrado con 2 concentraciones di=tintaE. de inhibidor: 

en el trazo 1 y 5.5 µt1 en al tra;:o 2, C?n prC!senci ::i de 

(trazo 3) y en presencia de Mg-nTP y Fi <tra=o 4). 

La adición de Fi. en prosE!ncj ¿¡, dC! EDTfl-llTP indujo un 

en la polari::ación con rcspcc:to al contr·ol a los 3 min. 

seg. después do la ~dición dQ la en:ima (trazo 61, lo 

6.9 µM 

Mg-ATP 

aumento 

con 

que no 

SlJCcdc en presencia del nt1clo6tido sin FL (tra=o 5>. Sin embargo, 

en presencia de Mg-ATP, la ,:,,dición de l~ nn=lm=i pi-adujo un c.o::imbio 

rápido, e.Je monor m.ó\gnitud y e.Je :=:enlido con-Lra1-io al qUQ se 

cbt'H:?rvó en prc>senci.::1- ú~ EDTr1-ATP (t1-a:=o 41. 

Este cambios 

on lil pular·i~~ción debidos a l~ intorilcció11 ~ol inhibidor m~rcado 

con Fl1..1Dt"·escoin:'.:\ con l.=-. c.·n;:.ima un ccndic:ionus en las que =e ticn& 

EDTA-ATF' en el 1T1odio, en 1~~ qtic ln posible hidrólisis d<>l 

SU5tr.;:\t(J suficientes 

par.n. la asociación de las proteínas. Sin emb:lrgo el 

1 =: que e= el verdadcr-o cJp 

enzima, ne SC> obsor·~o co:1mbio en la pal'1ri=:lción, podr! '.'l 

c~plicar·se si la ro~cci6n l1idrolitica a cabo tan rápidamente, quo 

no pur1nitió la inhibiciór1 do la on=imil por la protoína inhibidor~ 

cluLido ~que !~ cnnformaci~n hidrolitic3 de la cn=ima a la que se 

1..1ne el inhilJido1- C30) hubi~r:a sido ·Fuga::; mientras que 1" 

hidr6li~i9 lonta, pudo f.=1vo1-eccr 1 a acurriul ación de 

tal conformación hidrolitic:.t en un nl'.tmero suficionto de cn:::imOJ.s. 
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En la figur!l 19 pudo observarse ademá.s, 

inhibidor marcado con FITC con el buffer 

quo la dilución del 

produce una ligera 

depol ar i z ac:.i ón <trazo 2) que no se observ~ cuando se diluyo c:on 

Mg-ATP y que se acentúa mucho con EDTA-ATP. La actividad 

i nhib'i tor i a del inhibidor marc~do usado en este c~~pcr i mGnto so 

en la fiqura 18 y no mo5tr6 diforcncia5 con al control. 

Esto se muestra en la t:ibl:i quD contiene los rc;;;ultados 

prl?sontado5 gráficamente en la figu1-a 19. 

Con la finalidad de trabaj3.r en un 1-ango dr. concentración de 

proteína en 

pola.rizil.ciOn 

el que al diluir por la adición de 1 a en= i ma, 

no ~e viera modificdn, se monitoreó ül ofocto 

la 

do 

dilución. La tabla 4 iluetr·a el a·fecto de la dilución con buffer 

~o~ro la pol~rización de l~ fluaraecc11cia d~l ir1hibidor mOJ.1-c:;;ldo. 

observa quc.i 1 ;;l. pol<lr-i::.nción mantuvo constante c:on 

concentraciones del inhibidor entro '.2.8 '{ 1.9 µM. 

En la tabla 5 ~o ilttslr-a el efecto de depolarización inducido 

por la adición de F 1 en un n:~pcrimonto simll:::ir al de 1 ;:\ figura 

19 pero en ol que la rcl~ción F 1 :inl1ibidor se incrementó al doble 

c:on fin-:.tl idad cfC!cta observado. La 

concc:.>ntr.?.ción final de 8n=im=.\ se redujo 1.7 veces para cvilar que 

se termin<J.r:a el ~:;u.str·ato por hidrólisis. 

En t:.abl ¿:t 5 a.prcci a el cf ccto de: 

previament~ observ.:i.do < t:ibl °"' 3) por 1 a adición de E'.DTA-ATP y c:-1 

su!Jo:;igulcnl:e 8umento en la polc:o-i::ación al añadir la enzima. Esta 

ve-::. el numcnto so oli~;cr·vo dt:!;::dc el tiempo cero, que correspondo a 

la iir·i111~H-~ lccLurc•. tcH•1.<>i:-lé• :i.nrr.ediatamcntc dcspud-=: de la adición y 

me:;::t:lado inversión dD 1-J. cubet::i < :ip1-o:: i mn.ds.mento 15 
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Tabla 3. Polari=ación de la fluorescencia del inhibidor marcado 

con FITC en presencia de nucleótido y F1. 

1l 

2) 

3) 

4> 

5) 

6) 

I Mg-ATP EDTA-ATP F, Polari=~ción n 

CIJM) <mM> CmM> e µM> 

6.9 0.2505±0.0006 24 

s.s o. 2450±0. 0011 23 

6.9 8.3 0.2510±0.0008 24 

s.s 6.7 2.7 0.2442:t_0.0008 24 

6.9 8 .. 3 t 1) o. 2394±.º· (1(110 14 

s.s 6.7 2.7 t~)0.2514±0 .. 0011 B 

Las unidades do polarización corresponden al promedio do los 

valor··es graficado~ on la -figura 19 .. n es el númoro de datos. 

El int~rvülo de tiompo t 1 correspondo a las medidas tomadas 

hasta los 3 min 30 seg y t-:o:: desde 3 min 45 seg hasta 10 min. 
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Tabla Er.Pcto dQ dilución la polari~ación de la 

fluore5;;cencia dcsl inhibidoi- marcado- con FITC. 

Inhi b:i d~0 Polari::ación n 

e µM>: 

3- 48 0.2189:.t0.0012 ~·i 

2.78 o. 21.21±..0-0009 2·1 

~-3'.2 0.2128.!:.0 • 001(1 2-1 

1 . s2 0.2J(J6.!.;.0. 00('1'? =·1 

Se> 1-c;oi s,t1- ú if1hibidor· m.:<i·r.tdn 

di·F~rcntc~ :zcg 

mi n ·;· .:.1. lo~: !:.,, y 10 füir1 {1;1 polnri=:~H:ión os un 

promedio de.• toda= l ::."" I cctu1-cJ.·::0 obo:r.:1· .·-::•tl:0.1-:;), 

nt.inc:ro tlc:.· d1tlo$. 

6-1 

11 cnrrozpando ~l 



Tabla .S. Polarización de la fluorescencia del inhibidor marcado 

con FITC en presencia de nucleótido y F~-

Inhibidor 

Cµ M> 

1> 2.8 

2) 2.a 

3) 1.8 

4) 2.8 

5) 1.8 

EDTA-ATP 

CmMl 

10 

7.4 

Mg-ATP 

<mM> 

10 

7.4 

F, F'olari=ación 

CµM> 

0.2121±.0.0009 

o .. 1773±.0 .. 0017 

2 o. 1928±.0- 0010 

0 .. 2180±.0 .. 0006 

2 0.2277±0.0007 

So registró la polarización do l~ fluorosconcia dol inhibidor 

marcado cada 15 seg. durante lo~ primeros 5 min dcspuós de la 

adición y a los 6 .. 7 y 10 min. En todos los casos, 1 as 1 ectur.as 

corresponden al promedio do 24 dato:. 
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se9undos> .. 

condiciones 

SL1ponemcs que 1 o antcri or ~e debe a q•_tC en 

de este anperiment:o se tenia 3pro:: imadamente 

molécula de inhibidor por molócula de Fi., mi ontra!:: que en el 

la tablri 3 la relación era de 2 moléculas do inhibidor 

las 

una 

de 

por 

molócUta. de_.- enzima·. Estas nuevas condicionc>s debieron favoroccr 

ún · aumen:tC> én · 1 a ve1 oc:1 dad de i a in teracc 1 ón por i ov dn ucc i ón do 

masas .. 

·es iffiportante señalar que en ambos c:asos (figur·a 19 y tabla 

S>, la. -formación del complejo en::ima·-inhil.Jido1-, se supon~ que 

eStaba favorecida Ecgl'tn lús constantos cint-tica5 reportadas: la 

l'c:1 (constante 

Harris <SO) es 

de disociación) reportad~ por Góme=-Farn~ndQ:: y 

de> 10-nM y de 9. 6 ~: 10-r.iM 1 a reportad~ por Po\·1er y 

col. (110) p.:i.ra el inhlbiUor e::ógeno roc:onstituído nn partículas 

submitocondri3les c..arcntes de inhibidor endógeno <p=m-AS>. 

Los resultados obtonidos on ol presento trabajo dcmucstrar1 

que posible obta11cr ur1 derivado fluDr·osccnta del i nhi bi dor 

natural do 1 ::\ ATPa~.u mi tocondr i .::il activo t:::i.nto con Flur:!l.m 

11 y 12>, con10 con FITC (fiQlJra 18). Ambos permiten 

monitor~:nr 

la tnt•did.;; 

la asociación do las prota!n~s indopendicntemento 

do acti vi d:t1d deo la r:· 1 dc-rivado do 

dQ 

la 

-Fluor·i:?;;.c~min;:i por· ca.mbio;5 en !::·.intensidad Uc la fluoro;;:;concia. 

(tabl .'"\S 1 2) '! al d0 la fluoroEcoína por cambios cm la 

polari=aci6n Ctablas 3 y 5, figu1-a 19). 

Sc:g+)n lo:.: rcsull:..::,úeiso C?::puc~tos, concluimos que la utilización 

de FITC par=.\ la obtención del duriv~do f l uc..iroscento, ofrQce 

mayores ventajas quo la ~e ~luram. Por un } .3do, la 

metodológica para reproducir el grado de mnrcnjo tanto 

lnl1iL.l i...u1·i.,. del derivado r:1uorcsconte 
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íl uorecami na (-figuras 11 y 12> coloc::an en desventaja a éste 

rea.c:tivo marc::ador con respecto a la fluoresce.lna. J".lo obstanto, la 

estabilidad que presenta el derivado de la fluore5camina al 5cr 

alntacenado 

planteada. 

(-figura 14> ofrece una solución al problema 

Por~ ctro 1 atJo, 13 fluoresceina ofrece la posibilidad de 

obt~ncr un derivado fluorescente con las características dc9ead~s 

tanto con rPspecto a la fluore=cencia, cuya intensidad ee de 5 a 

10 veces 

ac:tiVldad 

mayor que la de los derivados del flur~m 

inhibitoria, que puede pre5ervarse 

como la 

inal ter-ada C figura 18). El presente tr~baJo aporta el esquema 

metodol ógi c:o optimi;::adc par-a ob-tonor Llll derivado de la 

fluorescelna con tales c::~ractorística5 (figura 7). 

Los resLtltado$ prcsnnt.:tdo5 en c5tr. Lrab.:~jo, dQmucstrnn quo 

exist~ una interacción rápida entro el inhibidor y lo en~ima, quo 

cabo en un 1 <:1pso de tiempo mc-nor· a 15 segundos 

condiciones udecuudas i que ¡Juodc dotoctarse n1odiante el cambio 

"" 1 é\ inten;,;idad de· la tluot-csc:cnci~1 del inhibidor marcado con 

f 1uoresc3.1'1i 11 ~i 

pnl ari::nc:l ón 

<tabl ~ 5). 

o bien mediante c:lmbio 

de let fluore=:t:cnci;1 del inhibidcr marc ... 1do con 

b 

FITC 

El 

1" 

aumenl:o 

por inter:ic:c:ión dol inhibidor m,:ircado con fl uor-e=cami n:i, 

que ol 1nicroambicnta qua rodea al fluróforo CL.tando 

inhibidor está unido 3 l~ ar1=in1d os de und naturalo~~ más 

cun.nclo so encucnt:t-;\ ol inhibidor on :c:>lución. E=to parc>ce 

i11dic3r que el o los g1·upos lis!na do l ~ protc.in~ i nhibi dora 
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modiTic:adoG por la fluorescan1ina, se locali=an on o corc3 del 

sit.io de TiJaci6n a la enzima. 

Cuando una muestra ~luoresc:ente se excita por 1 LIZ 

polar.iza_da,.- .la luz em'itida será también polari=ada. Sin emburgo, 

la emisión pUede ser dopolarizada por distintos fenómenos entre 

los qu~ Se cuenta la dilusión rotacional d0 lo5 fl urótoro'3.. Las 

madidc\s de polarización de estado c:;tablc>, '°'º" un prornodi o 

despl a:: ami en to angular del -flurotóro que ocurro ontro 

absorción y la 5ub:cc:uente emi~ión de un fotón. 

La disminución de la polari=sc!ón do la fluorn5cGnc:ia dol 

inhibidor marcado con FITC tanto por efecto de diluc.ión, como por 

la adición de EDTA-ATP en el medio sugic1-o quo .;;;mbo;-,; r nct:orc;s 

a1..unentan la movilidad di::•l inhibidor en =:olución. 

corre! ac:i on.:.ldu con 1 a. tandcnci a :.1 f or·111~r :igreg ~dos •.:n sol uci oncs 

inhibidora, 

fenómeno previamente dí!St:ritc por J:lc..in y col. C95). Por el 

ol la 

f l uorc:!SCE..>nc i ¿¡, de!l inhibidor FITC al añadi1-

sugiere una movilidad m~~s rn:::;tringid:\ del fluorófo dnbidc:.\ :::i 

1.1ni ón amb.:.:¡s proteinas. Cabe l1acc1- notar que si l OE grupos 

le;ina de la protein,,\ inllibidorJ. modificF.:1.dos por la f l Ltoroscei n:::i 

Sr> .:::n ~ cc1-Lu J~l eilio d~ fijación a la on::ima, 

cabrla E."Sparar un .:~L".n.un Lo ~11 de la 

fluorc9concia por la ifltcracción qLtc Ei los grupo5 modificados so 

oi:i :=-Lie1·ct 

movimiento 

rot,"'\c:i erial 

un~ cau;::.:t 

local 

siomprc v 

dv dc~pol e.u- i:: ación 

indGpDndiente do l~ 

cu¿inc:Jo no 

C0100 "1 

difusión 

d~ la pro~~lna a la qua eElá Ltnido. J_¿, magnitud do! 



cambio de la polarización del inhibidor marcado observado en 

estf'.? trabil.Jo,- podría explicarse por la ocltrroncia de cualquiera 

do estos ,.f=E>nómenos e incluso de ambos:. Los grupos lesina 

1nodiTicados · por la fluoresce.lna pueden no corresponder los 

modiTic·a-dos por la fluorei::.camina qLle parcco poco probable:.>, ya que 

c:.abrla esperar que ambos reaccionaran con los grupos lisina más 

c>:puestos, quu deben ser los mismos en los 2 casos puael:o quo el 

marcaje se 11 eva a cabo al mi -o:.mo pH. Por ol:t"O l .;ido, puede habar 

dopolarizacj ón por libertad de r·otación del fluoróforo unido a la 

proteína, lo qua disminuye la 1nagnitud de los C::imbioe. obi;;orv:?dos 

~n la polarización cuando di5minuye la movilidad do la protoín~ 

m:J.rcada. Esto ha demostrado sai- ol caso on otr~s protoln~~ 

marcada~ con fluorc~ceina (138). 

g~ i11te1-e4=¿lntc• s:eiíalar que la vc:·locid.J.d dC:.• intcr.:tcción entre:> 

l:.t.5 prote.lnas detectada madiantc el llumonto on l~ polar"i::.J.ción do 

1.-:t fluoroscc-ncia d!Jl ir1hibido1- m~u-c:e:1do con FITC o;;c· incrementó on 

condicioncE de l1idr-óliei~ le11t~ CEDTA-ATP) cuando la rolación de 

inhi bi dor- = l!:•n::: i ma 

resp~ctivümunt:C?J 

<:'•·~ ifj c:mi nu-.,.'Ó 

lo que 

inhi hlclor~ 

de· 

aumentar 

<t~blit5 y 5 

lo~ s: i ti as do 

que- C'!: posible:.> iijdción 

mani pul :.u· en c.•l tiempo 1 a int:n1-'1ct:i ón prinh1t·i CJ r.¡uo sucodn entro 

Por ,.,, +_ i 111~> .::w¡,.L.t11je11i.o ~C!ñal.=:u- l:'..1. 1 mport anc i =-. dn l ~ 

oblt?nci (•n 

pri11iariil quo se µrodttco entro ol inhibidor y 1 " 

o:-n:: i n.::·. cc,r1dlc.it:1ne= de .aEociación, na ha =:ido ca1-actcri::ada 

A 
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respecto, 

inhibidor, 

se 

es 

desconoce 

deci ,- si 

aón el sitio al que os de~pla=ado 

existe un sitio no inhibitorio on 

ol 

la 

enzima, como ha sido sugerido por trabajos previo~ v O).ctuó!los d!:! 

nuestro grupo de ti-abajo. 

Por ol:ro lado, no se cuentil con información ac:crc:a 

ubicación del sitio inhibitorio de la proteína inhibidora 

1 a en= i fhü.. 

y t:.!l sitio cat:'J.l i t:.ico de 1" en::im=i otros 

la 

sobre 

ontre 

sitios 

c::specífico~ 

fluare5centes 

de cm les quG SP pttQdan unir reactivos 

capaces de tr-ansfori r enorgi :3. singuletc-singuleto 

con 1"" f 1 uo1-osc:ei na~ 
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