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RESUMEM _

El papel requladbr que desempofa 1 inhibidor natural de la
ATPasalen la actividad de la enzima parece ser muy inmportante. Su
efécfa prin:iﬁal' es ol de impedir 1a hidrélisis del ATF
'prgforﬁandc' cuando ne existe gradiente de protones y s  posible
que-.en presencia del garadiente v un eloevado potencial de fosfalo
pﬁéda inhibir a2 la sintetasa permiticendo que el gradiente s
utilice en otros procesos.

En el presente btrabzajo, ol inhibidor netural de la  AFPacza

mitn;andrial aicl ado 2o marcd con fluoroscoina A% con
fluorescamina{(3-—-feni lespiro furan 2{3H), 1*~ftalan 3,3 -diona)l
obteniondo los derivados fluorcscentes rospectivos. Ambos

dor ivados o obluvieron con un gradeo de marcaje que preserve 1a
actividgagd inhibitoriz sobre 1a enzima. El derivada de la
fluorescamina, on cpndiciongs adecuadas de asociacion con la
enzima presenta un cambio en la intensidad de la fluogroscencia
debideo & 1Ia inLlararcidn con 1a enxiss: gue es directamente
preporcional = 1a concentracidan de &sta. £l derivada de 1la
fluorescoina presenta wun cambio en la polarizacidén de 1a
flumresceoncia que parece deberse a la interaccidn con 1a enczima,
que e dependiente de 1a concentracion de écka v de 1a presencia
de rucliedtide byeffozlalo.

La imporiancis del cnplcoo de dorivados +luorescentes de 1a
protaina inhibidora radica en las posibilidadoes de estudiar su
interraccidn con la ATPasa gui perganccen adn  inexploradas. La
correlacidn temporal de la intkeraceidn de ambas proteinas, asy

como estudios de topologis on loz que =c requiere un fluordforo



unido a 1a enzima para medir transferencia de enerqia con ol
fiurdforo wunido al inhibidor, son cjemplos de la wtilidad que

nfrecen tales derivados.



ABSTRACT

The regulation exerted by the natural ATPase inhibitor on
the activity of the enzyme seems to be very important. Its major
role is to prevent the hydrolisis of preformed ATF when there iz
ot proton gradient and it is pobssible that in presence of the

gqradient and a high phosphate potential it may inhibit +the
.synthetase allowing the gradient to be used in other processes.

In this worlk, the natural ATFase inhibitor isolated from
mitochendria was labeled with fluorescein and with fluorescamine
(4--phenylspiro furran 2{3H),1"phtalan 3,37 ~dione). Both
fluorescent derivatives vere obtained with an esxtent of 1abel
vihich fully preserves the inhibilory activity.

f fluorcsocence intensity change i= abserved on the
fluorescamine derivative by the gresence of the enzyme under
association conditioens, which i= directly proportional to the
enzyme concentration.

Fluorescein derivative shows a fluorescence polarization
change 1likely due +to the interaction with the enzyme being
dependent on the protein conecentration and on the presence of
triphosphate nuclegtide (ATP). The employment of fluorescent
labels an the inhibitor protein could e used to study some
aspects of its interaction with the enzyme that have not been
enplored before, as the temporal correlation of the interaction
betwesn hoth  proteins and topolagical studies applving energy

transfer technique.
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INTRODUCCION

ESTRUCTURA ¥ FUNCIGM MITOECMDRIAL

Desde 19249 quedd demostrado que e sitio donde se lleva a
cabo la respiracidan celular, 2s la mitocondria {1,2). Dicho
procesn consiste en la transformacidn de una parte de Ia energia
contenida en los alimentos, en el enlace de alta energia del ATP.
Debido a gue la fosforilacidn del ADP a NATP es impulsada por la
aridacidn de los sustratos por el origeno molecular a través deo
la cadoena recspiratoria, dicho proceso recibe el nombre de
fosforilacion osidativa (3.

E1 namero, tamatho, forma y localizacidén intracelular de las
mitocondrias wvarfa de un btipo celular a otro (437 pero estan
presentes on el citoplasma de todas las células de los distintos
cucariontss: protistas, honges, plantas y animales.

l.a mitocondria es un organclo de doble membrana (53, que
contiene en su interior un gel denso 1lamade matri=z mitocondrial,
en el que s encuentran DNA (&), ribozomas y otrozs factores
necesarios para la sintesis de proteinas, aungue el DMA
mitecondrial codifieca para solo wun 5% de sus proteinas
ectructurales, siendo el resto codificado por el genoma nuclear
(7).

En la matriz mitocondrial se encuentran también las enzimas
del cicleo del! Acido gcitrico o ciclo de irobs (encopto 1a succina-
to deshidrooenaual y las de otros procesos relacionados con la
fosforilacidn a nivel de sustato, la carboxilacién del piruvato vy

del fosfopiruvato, 1a oridacién del glutamato, las



'Figufé:'i. Micrografia electrénica de mito:mndriés aisladas de
'higado de rata.
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Micrografia electrdénica aumento final de 28000 {(tomada
por el Dr. Alfonso CArabez T. de la Unidad de Microscopia

Eloctrénica del Instituto de Fisiolopagia Celular, UNNAMY.




transaminaciones, la sinﬁesis de citrulina v 1la oxidacién de los
s4cidos grases  (B). En la figura 1, 1a matriz mitocondrisl
cnrresﬁqnﬁe.a.las znnas_dé colar obscuro.

La membfana éxterna mi tocondrial g5 lisa vy tiene una
relacidén lipido/proteina 2 o 3I veces mayvar gque Ia membrana
interna £, es rica en colesterol (ID)Y v en ella se logcalizan
diversas enrimas como la MADH-citocromo c© reductasa insensible a
rotenona (11), la monoamine oridasa (12) y varias enzimas involu-—
cradas en el metabolismo de los fosfolipidos (13Y. También s ha
descrito la presencia de una proteina de peso molecular 3JI0 000
1lamada porina, gque permite la entrada de algqunas  sustancias
(14,15 .

En el epspacio intermembranal se encuentra la adenilate
cinasa (8), las nutledsido mono- vy di-fozfocinasas (11,12) la
sulfito osidacza (14) y oen la levadura la citocromo € perovidasa
(17), que es sintotirada en o] citoplasma como precurcor.

lLa membrana  inkerna se cncuenbtra plegada formando crecstas
(18}, 1o cual le caonfieroe una mayor superficie. Es altamente
splectiva en cuanto a oo permcabilidad (12) vy contiene una alta
concentracion de proteinas intoegrales, cono 1o demuestran las
micrografias electrénicas de criofractura (20}, El fosfplipide
cardiclipina, gue se encuentra  casni eiclusivamente en la
mitocondria, se localiza colamente on esta membrana (2. En la
membrana mitocondrial interna so localizan los componentes de la
cadena recpiratoria (21) y de la fosforilacidn oxidativa (22,
asd{ gome la nlcotinami€a nucledtido transhidrogenasa (83, la -

bidrovibutirato deshidrooenasa (22), la carnitin transferasa de



log acidos grasnsy(23x-yrdnsaenzimas involucradas en la sintesis
del grupﬁ Lhéhu,;afa'féerque;afésa vy la delta-amino levulinico
5intetasa;(245. ver f;§Qfaf1; .

. La .aéiﬁetrié-:j;afaﬁtégiética de todas las membranas
biolégicas “résuité:dETpértiEﬁlﬂr iﬁfarés en la membrana interna
mitncnndrial,. va qﬁe la- tépolngia de =sus componentes esta
involucrada en el mecanismo de la fosforilacidn oxidatiwva.

Debido a la asimetria, los grupos prostéticos de la  MADH- v
de la suwccinato-ubiquinona reductasas estan orientados hacia la
matyic  mitecondrial {lado M) . La whiguinona y ubiqguinol-
citocromo e reductasa son probablemante inaccesiblos a2 ambos
lados de la inembrana, mientras que &l citocromo o,, se localiza
en el lado citoadlico (lade "), donde =eo localizan también los
citocromos cC Y &. La citocromo onidasa atraviesa 1a membrana
exponiendo su sitio reactivo al 0Of {(citocromo asx) hacia el 1 adn
"M, También orientados hacia el lado "M". =0 cncuentran los
sitios cataliticos de 1a transhidrogenasa del MADH, las
deshidrogenasas del g-hidrouibutirate v de 1a gcolina v la de l1la
flavoproteina, girupo prostdético de la deshidrogenasa succinica,
que cede los electronecs & 1oz citocromos. Hacia este lado =e
encuentra orientado Ltambidén el sitio catalilbico de 1la ATPasa, que
del isms modo gue las otras unidades trancductoras de energia
que translocan crotones trompleijos T« ITI1 Y v \'d
tranchidrogeonasal, atraviesa completamente la membrana (29). Ver
figqura 2.

Aungue e desconoct e la actualidad ¢l origen evolutiveo de
las mitocondrias, se han sugerido dos teorias diferentes para

aplicar =0 adquisicién por las eélulas cucariontes: comno

S



F:uura 2., Mndelo de la tnpnlnqia de los :omucnentes de la cadena

resn:ratnr:a m:tocundr:al
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Se indican con flechas los citios de entrada de los elec-
troncz provenientes de distintos sustratos. Abreviaturas
utilizadas: aa-GF, alfa oglicero fosfato: Lo, coenzimat FP,
flavoproteinas FAD, flavin—adenin—dinucliedtido; FeS, cen-

troe hierro~a2zufre; c,.b.c.a v asx. citocromos.



rasultado - de uné evolucidn gradual v continua en 1la que 1a
membrana - ‘plasmatica del ancestro procariente origind ambas
memh?aﬁas .mitucondriales {(25), o© bien como resultado de una
evolucidn abrupta en gQue una célula procarionte gquedd integrada
como endosimbionte de otro procarionte de mayor tamano (27) en
cCuyn caso, las membranas mitocondriales tendrian su origen en la

memhr-ana plasmatica del endosimbionto.
ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA ATPasa.

E1 papel de la ATPasa durante la fogforilacidn ouidativa
congiste en acoplar e regreso de los  protones, previanente
expulsados durante el transporte de electronos, hacia el interior
de 1a mitocondria, a la sintesie de ATPE (2B).

La estructura fundamonbtal da lasg HY*-ATPasag cucariontes, que
s localizan en las mitocondrias vy los cloroplasteos, ez similar a
lag del tipo procarionte, localiradas en la membrana plasmatica
de bacterias agrdbicas y anaeradbicas (29),

La ATFasza mitocondrial consta de 3 componentes  fundamen-—-
tales: Foy Fa e I. El factor de aceoplamiento Fo 23 la porcidén del
complejo embebida en la membrana, cuya funcidn es permnitir el
paso de protones de un lado a otro de 1a mambrana., El factor de
acpplamicnto Fa ee 1la porcidn catalitica de la enzima qQue
participa directamente en la sintesis e hidrdlisis del ATP. I es
una proteina  reguladora de bajo peso molecular cuya funcidn
principal es evitar la hidrélisis del ATP recién sinteti-ado
{30} .

La porcidén F, separada del recsto del complejo por sohicacidén

~



(31), tiene un"pésﬁ'mdlaéular'de 3450 000 dalitones y puede ser
_dismciada en S sqbﬂniﬁadés distintas: alfa, beta, gama, delta y
eplilison, cuvbslﬁipesﬁs molecul ares aparentes cchimados par
electro{nrééi% pﬁ1§é}é5 de poliacrilamida-5D5 =zon: 5%, 50, 33, 15
y 2 kilﬁd;itones respectivamente (32). La ostequiometria mas

probable péfoce 51 3:3tl:1:1 segan evidencia acumulada en  los
altimes  afos en las anzimas obitenidas do  bacterias (33,31),
mitocondrias de levadura (35,36) e higado doe rata (37),

Funcidn de las subunidades.
_ S han descrito & sitios de fijacidn de nucledtidos en F,
{38, 41), de los cuales 3 son recambiables v 3 no recambiables
(42y. Los primeros se consideran leoo sitios cataliticos de la
enzima ¥ a los altimos, tambidén llamados "fuertemente unidozs", se
les ha atribuido un papel cstructural o bién alostérico (43-45).

La subunidad alfa se considera el sitio de unién de 1los
nucledtidos fuertemente unidos (44), va que eéstos se fijan con
alta afinidad en ausencia de Mg*+ v se disocian muy lentamonto.
La subunidad beta contiene el sitio de adenin nucledtidos
recambiables que se considera el catalitico, lo cual ha quodado
establecido por diversos tipos de estudios. 3o ha demostrado, por
eiemplo, que los andlogos de adenin nucledtido v otraos compuestos
que inhiben Ia catAlicic oo unon ecncluzivaieoble o dicha subunidad
(47--51), asi camo el anidlogo de Pi: d-azido 2-nitrao fenilrosfato
(223,

ips oxperimentos de teconsbitucidn con las  subunidades
aisladas de E. cpli, demostraron que la combinacidén minima de

stithunidades que presenta actividad hidreolitica del ATR es al fa-



Fiaura 3. Esouema de la ATFasa de mitocondrias de corazén de res.
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Sz muestrza el probable arreqle de las subunidades del

compleio en una vista lateral {(a) y en vista apical (b}.

El factor de =zcoplamiento Fi que contiene las subunidades

og. B.Y .68y E , =2 une al factor Fe gue contiene las

subunidades a,b v © a trawvtse de 1oz Ffactores de

acoplamiento 0OSCP. F5 v H. Ver en el teito las evidencias

puperimentales de ezte modelo.
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beta-gama . {(4&}. : Bebido :a que gama no une nucledtides, =
considera que jueéa_uh:papel_de'crganizadur en dicho trimero. Por
otro lada,-_la_Fijﬁtidn:de delta y epsilon a Fo no impide el paso
de prﬁtoﬁés,.ssolamente :uanqu =& anade también gama al flujo ge
détiené.:fSE);__séﬁan éxperimentos realizados con las proteinas
puri?icadas de la bacteria tormdfila PS3; esto sugiere que la
subunidad gama fungs también cono "tapdén" o compuerta de paso de

los protones. Yer figura 3.

51 acoplamiento entre la utilizacién del gradionte de
protanes y 1la produccidn de ATP, depende de l1la  correcta
interacciodn enltre loe sectores Fy v Fa de la ATPasa (=4). Las
suhunidades de la g gue parecen estar implicadas en la

interaccidén con Fo on ta entima de bacterias, son las subunidades
mas pequeras: delta v epsilon (44,53), haciendo la conexian a
través de 1la subunridad gama, Sin  ombargo, en la ATFasa
mitocondrrial, la uwvnidén de F, a Fe deponde ademds de  proteinas
adicionales que ne se han encontrado en el sistemz bactertanpos la
OSCPF (protocinx gue conficre sensibilidad a ocligomicina) de 18 OO0
daltones (53), el factor & o Fg (56,57) de 7400 daltanes (58) vy
zl factor B de 14 &00 daltones (T2).

La subunidad delta purificada de mitocondrias de corazén de

res, o8 capazr de evitar el fluio de protoncs que ocurre

I

espontineamante en membroanas deozpeiadas de ) (&0, Por otre
lado, costudios eén 1la H*~ATPasa de cloroplasto con reactivos mono-
y bifuncionmales (&1) han demostrado que la subunidad gama sufre
camhios oconformacionales gque inducen l1a apertuwra o cierre del
paso de loec proltonee por la subunidad delta.

Ademads de las subunidades deoscritas esiste una  proteina

10



inhibidara en las ATPasas de mitoecondrias de mamifere {(&2,63) v
Ievadﬁra"(54,55)'cuyd'funciéa,"za.ha sugerida, es realizada por
la syhunidéd  eps116n:-en.a1a - ATPasa de bacterias {&656-68) ¥y
pruﬁ%bleﬁenfg'ég@hiéﬁ;en;clbr6p1$stb (62). El presente estudio seo
'.ré%fé?éfféif'IﬁﬁiBiﬁbﬁfhatﬁ;ai de la ATPasa de mitocondriazs de
.;ﬁraﬁéﬁ -deaméﬁi{erb;: por 1o que serd objeto de una descripcidén
&gtﬁilada:méé adelante.

;';El“séttor &eﬁbranél del complejo ATER-sintetasa (Fol, ha =ido
menﬁé 1éstudiadc.debidn a las dificultades técnicas que afrecen
para. su estudico las proteinas intrinsecas de membrana. En
bhacterias, parece estar {formado por 3 polipdépltidos distintos
(70); ©en clorpplastos por 5 6 04 (71> v on mitocondria
praobablemente por  wn ngmero mavyor (72, De la Fo del sistema
mi tocondrial de animales ze han purificado y caracterizado: unr
protecolipido de alrededor de 10 000 de peso molecular gque une
pccon {(dicicloghexil carbodiimida) inhibiendo cspecificamentns 21
transporte de protones, otra protoina de aproiimadamente 30 000
dal tones gque une dosacoplantle y wn pelipéptido de 28 000 dal tones
de peso molecul ar (73). En oste sicetems, se considera también
parte del sector Fo a los ya mencionados factores 0SCP, Fo v Fg.

21 ceckor Fo forma el canal por donde 1los protones pasan
hacia 1 sector F, de la ATFasa durante la esintesis de ATP
acopladz 2] gazDio del gradiente electroguimico. La naturalesza de
dicheo acoplamiento, que explicaria el mecanismo de accidn de la
enzima, se desconece hasta la fecha. E1 estudio de 1los
componentes de 1a ATPasa, precizamente pretende llegar a

cstablecer =1 mecani=mo melocular de la sintecise dol ATR.
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LA PROTEINA INHIBIDORA

Ya que en la miteocondria 1as reacciones acopladas del
transporte de electrones vy de sintesis de ATP se encuentran
cercanas al equilibrio (74), el cambio total de enetrgia 1libre
para la fosforilacidn oxidativa Liende a cero en condiciones de
estado estable. Ezto implica gue en condiciones de alto potencial
de fosfalto y sustratoe oridable limitante, se veria favaorecida la
reversidn total del proceszeo: es decir la hidrédlisis de ATPR v el
transporte de wlectrones en reversa. Si esto ocarricra el ATF
formado  por la H*-ATMRaca podria ser hidrolizado por ella miczma
sin utilidad para la célula.

El inhibider fmatuwral de la ATRPasa parece =er la estrategia
elegida para que esto no suceda, va que al blogquear cindticamente
& la enrima del pazo final de la z2criec de reacciones en 1as
condiciones mencionadas, hace irreversible =1 proceso.

Se sabe que la proteina inhibidora ejerce su accidn tanto
sobire la actividad hidrolitica (62,73), como sohre la sintética
(7&4--78) do la ATFasa. 5i suponemos gue la enzima se ve inactivada
par la presencia del iphibidor en el sitic inhibitoric y sola se
actiwva cuando el inhibidor =ze disocia de dicho sitio, parece
necesario gque la digspciacién sea reversible, de modo que cuando
las condiciaones favoretcan la reinhibicién, el inhibidor pucda
regresar rdpidamente al sitio inhibitorio.

Por otro lado, =& ha sugerido también que la inhibicidén de la
gintezis deol ATP en mitocondrias incubadas en presencia de Cas,

pr la arccidn de la proteina inhibidora, permite 1a uwtilizacidn
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del gradiente electroquimico para el transporte de calcio (793,
aunque désta, seguramente, no e= su funcidén mas importante in

vivo.

Aparentemente, tuando las condiciones zon favorableos para la
hidrélisis del ATP, efectivamente désgta sucode y a3 urna
conformacidn hidrolitica (80) de la enzima la que induce la unidén
de la proteina inhibidora a 1a misma, puesto que so ha observado
que no basta l1a presencia de Mog.ATP (Bl) 6 Ca.ATP (792) sino  que
se raguiore su hidrdlisis (82).

A la fecha, no estd claro i la proteina inhibidora de las
H*-ATPasaz ayuda a suprimir la hidrdli=zis del ATP mientras 1la
sintesis =e ostd llevando a cabo, o =i lo hace inmediatamente
despuds de que ha ocurrido 1a sintesis para proteger el ATP

rocidén sintetizado (B3).

Caracteristicas de la proteina inhibidara.

a) Universalidad.

Desde =u descubrimiento (84) v purificacidn a partir fe
mitocondrias de corazén de res en 1263 (62), el inhibidor natural
de las H*-ATPasas ha sido aislado de diver=sas fuentes bioldgicas
en las que = ha buscado: mitocendrias de higado de rata (&3, 8%
y de levadura (44,463}, de cloroplasto {(49) y de nunerosas
enpocies bacterianas (L6-6B), en las que, a difercncia de 1la
mitocondria, como  ya mencionanos, ha zido identificado como la
subunidad epsilon {84 . Ecto =sugiere que su presencia es una
caracteristica universal de laszs |4*-ATPasas, misma que no

comparten con otras ATPasas transportadoras tales como la Na+~/K*



(87}  de -mombrana plasmatica, o la de Ca+* de reticulo sarco-

plasmico (88) o de membrana plasmatica ((89).

b)) Prﬁéieﬁades fisico-qQuimicas

La proteina inhibidora tiene un peso molecular estimado pot
sé:uen:ia de aminodcidos (90) de 9578 eon mitocondrias de corazdén
dé.res,. 7363 en levadura (P1) y 14397 en E. coli (9?2). Prewiamon-
te, st estimaron pesos molecul ares desde 12300 (B5) hasta 9600
(53) para &l inhibidor de mitecondrias de higado de rata v desde
&800 (23} hasta 10500 (?4) para la proteina de corazen de res por
st movilidaed electroforédtica en geles de poliacrilamida en
condi tiones desnaturalizantes vy hasta de 15 000 para este altimo
par su coeficiente de sedimontacidn (62). Esto refleja 1a forma
clangada que aduptzx la preobleina en solucidn, como  sugieron
ostudios posteriores realizcados con 1a téchica de dispersidsn de
neutrones {(20).

FPara la proteina mitocondrial de corzcdén deo mamifeoro se ha
calcul ado un coeficiente de ortincidén molar de 1.68 x 10% M—tgm—3
cen fosfato 10 mM (pH &.%9) a 280 nm (90} debido a la absorcidn de
s danica tiroszina. Estudios de dicreismo circular en el mizmo
buffer seffalan un 504 de estructura heliceoidal en 13 proteina
(0}, pstudicos de predicidn de 1o ociruciure con base en la
secuencia de aminoicidos, sugieren un BO+SY de alfa hédlice (P4).

Las proteinas inhibidoras aizsladas do mitocondrias de corazén
de res, higado de rota y levadura son capaces de inhibir ne sélo
a las ATPasaz homdlaogas, sine también a las aisladas de los obtros
tipos celul ares (565,271, lo gue sugiere cierta similitud

estructural cuando menoz en la regidn que participa en 1la
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interacﬁiﬁn'ccn i1a enzima. Dicha =similitud, =in empargo, ng e
- traduce .:eﬁ- una identidad inmunoldgica (27). La proteina
ihhibidﬁfa"dé corazén os capar de inhibir también a 1la F, de
cloraplasto (98).

':El inhibjidor de 1a ATPasa de cloroplasto ez altamente
iﬁaéiuble BN agua, para mantenarla en splucidn s requicre 1la
preséncia de urea o detergentes en el medio (62). La solubilidad
del inhibidor mitocondrial, corn wn S0% de residuos aminodcidos
cargados (20}, es mayor; sin embargo su hidrofobicidad es tal,
gque presenta una fuerte ftendencia a formar agregados en solucidn,
efecto que e inversameonlc propoarcional a 1la concentracién de
salegs vy dependiente del pH (23).

Para 1a proteina aislada de mitpcondrias de corazén de res
por distintas metodolagias, =@ ha reportado un valor de punto
icopléctrico de 7T.7+0.1 (75,905 . Aunque preoviamente, otros
invesztigdores reportaron un valor de 10.4 (F1). Loas inhibidores
aislados de mitocondrias de higado de rata v de la levadura

Sacharomyces cerevisiap tienen caridcter basico tambidén: nl 2.2 y

?.0% respectivamente (63, 65) sdlop para el case de la proteina
purificada de otra especie de levadura C. ubtilis, se ha reportado
un pl Acido de 5.4 (&4).

Todos los inhibidores do las Fi—ATPasas son resistentes al
calar, al Ffrio al Acido y al Alcall (B3) e inactivados por 1la
tripsina. De hecho, 1la estimulacidn inicial de 12 actividad
ATFasa por la accidn de la Etripsina, s ha wutilizado como
criterio para sugorir la oxistencia de un inphibidor naturzal en la

enzima (92).
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c) Interaccidn con 1la Fia.

LLa asociacién de 1la proteina inhibidora con v encima es
dptima a pH entre 5.8 yv 7.0 (&2), wvalor al cual ©1 inhibidor se
encuentra preferentemente en su forma monomérica (95). Requicre
tambidn la prosencia de wun catidn divalente, en orden de
praferencia: M-y, Ca™+, Fe++, g+, Cu=+™, Y Ccon menor
ofectividad Cov+ y Zn*++ (81). AdemAs ez necesaria 1a hidrolisie
de un nucledtido trifosfatado: ATP, ITF, UTF, GYF o CTP, o=l como
otros andlogos de AT hidrolizables, favorecen la inhibicidn
(B0D), El grado de inhibicidn alcanfpade a loas S min. es
independiente de la velocidad de hidrélisis del mnucledtido. Para
cxplicar este requierimiento, =2 ha sugerido que etiste una
conformnacidn hidrolitica de l1a enzima a la cual puede unirse =1
inhibidor 8.

Se ha sugerido g que la ATPaza debe hidrolizar 200
mol éculazs de ATP para promovor la a2sociacidn de 1a  proteina

inhkibidora v asi proteaor el ATP rocidén zintetizado. Ecto

implicaria un gasto energético puocozivo para la cdédlula, FPor lo
tanto, deben existic in vive otros factorez gque faclliten 1l1a

agpciacidn del inhibidor con 1a encima.

fn 1ac rcondicionooe on gue sé hia ensayado, la actividad manima
de loz pdéptidos inhibidores, a oncepocidn del inhibidor de
cloroplasto, reoquiere tiempos de incubacién del orden de minutos
(de T a 10} para ser alcanzada (B3). Sin oembargo existe una
interaccidn primaria que =e lleva a cabo a velocidades mucho
mayores (80) gque permanece adn inerplorada.

En l1a actualidad, o5 generalmente aceptado que basta un mol
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de inhibidor para 'i'n'h"ib"i‘-'é completamente un mol de enzima. Esta
estgqu;uheﬁriahhﬁ_éidn-repbrt&dé tantu'én el caso de mitocondrias
dqilénf;éQﬁjlqE” tés‘(86) u5andb enzima soluble, como para el
s;éteééj;dE'é;“iﬁfiiié (7N déaﬁda péfticulas submitocondriales.
.Laé{i&ﬁﬁétéﬁfés de disociacidn encontradas en cada case fuerson
"10';;;M 'c'c_é'm'- y de &4 a 8.4210~2 (99},
‘ Se”'hé demostrado nue el inhibidor de mitocondrias de corazén

‘de res se upe a la subunidad bota de ta F, soluble (100,101 en
un  sitio distinto 21 catalitico, come sugieren los  estudios
previos de cinética. Diversos grupos de trabajo (76, 102,103) han
reportado que 1l1la inhibicion de la ATPasa producida por  su
tnhibidor natural es no compelitiva con respeocto al ATP, por otro
lada eniste un reporte (104 de que dicha inhibicién (=3~}
acompetitiva e incluso ze ha descrito como mixta (105). Ademas
estudios cindticos con pares de inhibidores (1086) sugieren la
cuistencia de 2 =itios regulatorios on la enzima independientes
entre si: wuno pare nucladtidos y obtro para su inhibidor natural.

Por dltimo tambidn se ha dempstrado que la interaccién de la
proteina inhibidora con 1a H*-ATPasa mitocandrial de corazdén  de
bovino, no impide la uwnién de reactivos covalentes que
supuestamente reaccionan con el sitiao catalitico (107).

En cuanto a las fuerzas invelucradas en la unidn  de  anbas
proteinas, Gomez--Ferndndez vy Harris (80) wusando particulas

submitocondriales ecmpobrecidas on inhibidor endégenc (psEm AS) Y

reconstituidas con inhibidor exdgeno concluyen que san do
naturalesa fuertemente hidrdédfoba. Sin embargo, estudios
realizados en nueztro laboratorio con particulas con alto
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contenido de inhibidor endégenc (psm Mg.ATF) sugieren que también
participan interacciones electrestaticas (108).

El  estudio de las ccnd;:innes que liberan al inhibidor de la
en;ima:es importante para entender su papel regulatorioc. N este
. respecte se sabe que la actividad inhibitoria sobre particulas
subm{tn:ondriales es suprimida por la exposicidén a0 alta JTuerza
ténica (81,42,108), a un pH alcalino (B1,4&2) c bién a la
energizacidn de la membrana {condiciones de estado 3 de 1la
regpiracidan) (74). Incubaciones a temperatura de 38°C producen
una activacidn lenta (109).

De todas las condiciones mencionadas, la m&= probable para
desempeffar el papel de activador fisiolégico de la enzima por
desplacamiento del inhibidor en la célula wviwva, zeria el estado
de energizacidon de la membrana. Eszsta idea =e ve apoyada por el
hecho de gue e1 potencial de membrana  parece ser el factor
principal en la regulacidn de la inhibicidn (76,110).

La activacion de la ATPasa soluble por remocidn del inhibidor
ze ha lagrado expeoniendo a 1la enzima latente purificada de
cloroplasto a 1a luz on presencia de agentes reductores (111), en

tanto que la deo la bacteria Alcaligenes faecalis (&7) vy Ia de

mitocondrias de corazdn de res (112) ocurre al ovponerlas al
calor.

lLa posicidn que guarda el inhibidor con respecto a la Fq
cuande no astd ejorclendo su accidn inhibitoria ha sido tema de
debate por large  tiempe. Se han =sugerido 2 posibilidades
arxcluyentes cntre si: a) una ves activada 1a enzima el inhibidor
permanece en &lla en un sitio ne inhibitorio, o bkicn b)Y el

procoso de activagldén requiecre la liberacién del inhibidaor al
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medi o.

Distintos autores han reportado la liberacidn de la proteina
inhibkidora al spbrenadante como resul tade de la activacidn de
particul as submitotondriales (101,102,110, 113), Sin emhargo en
dichos Lrabajos no se astablecs una relacidn cuantitativa enteno
ATPasas activadas & inhibidor liberado al medio.

Par otro lado estudios realtizadeos con anticuerpos contra
inhibidor "mnatiwvo" marcados radiactivamente, demostraron que las
particulas Mg.ATP wunen mas anticuerpa después doo haber sido
energi-adas {114)., Tales resultados sugieren que el inhibidor
permanece en 1la enzima (0 en un sitio cercano a ellal pero en una
posicison diferente on la que es mds facilmonte detectable por los
anticuesrpos. Lo mismo sucede cuando la activaciéen do las
particulas ce l1leva a cabo por calor (108}, La movilizacidn del
inhihidor a un sitio ne inhibitorio fue zugerida por primera veoz
por- Yan de Stadt vy col., (1177).

Curiozamente en estudios reali-ados reciontemente, Husain vy
col. (118) encuentran que la energiracidn de particulas produce
la inaccezibilidad en un anticuerpo contra la proteina inhibidora
"entrecruzada”, en contraste con 1o reportado por Dreyfus vy col,
(1318). Sin embargo, tampoco en esta pcasidn e logrd cuanbkificar

al inhibidor directamente en el sobrenadante.

i¢



ANTECEDENTES Y OBJETIVO

En 1975 Satre y col. (119) y en 1977 Klein vy col. (120)
.nbtuaiefun:QI inhibidor de la ATPasa de mitocondrias de levadura
méfcédb:-i_kédioactivamentc por biesintesis, en tales
'éirEQnstancgas; l1a radioactividad ecspeocifica era muy baja y no
bérmiﬁi#r calcular con precizidn zu ceteguiometria con respecto a
.la ﬁf-ni buscar su sitio de interaccion on la enctima.

En trabajos realizadozs en la proesente década, se ha marcado a
15. hr&teina inhibidora purificada de mitocondrias de corazén do
res en su unica tirosina con 1291 por Wong v col. en 1982 (121) vy
por Harris vy cel. en 1282 (108}, También se ha marcado con
compuestos radiocactivos cuyos grupos reactivos reconocen aminas
primarias tales como €1 fenil *+C-isotiocianato (FPITC) y el
metil—-4—-azido '“*C-benzimidate (MABI) por Flein y col. en 1980
{(101) vy 1281 (102) respectivamente.

Dichose estudios demuestran que ta actividad de 1a proteina
inhibidora se puede preservar deospuds de 1a fodinacidn vy también
cuando ! namere de lisinas bloqueadas no excede a § por
molécul a, 53 este namero es mayor, B0 tiene un brusco decremento
en la actividad,

£l marcaije de 1a proteina inhibideora con reactivos
radioactiveas aportdé informacidén an cuanto a 1la participacion
probable de los aminodcidos blogueados en la interaccidn con 1a
anzima, permitiad calcular 1la esteqguiometria probable de 1:@ vy
analizar las condiciones de interaccidén con l1a misma. Ademas el
uso del reasctivo do entrocrusamiento MABL, permitid demostrar que

ol citiao de interaccidn que produce la inhibicidn se encuentra
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lo:alizadn Eﬁ:n1cerca de la subunidad beta de i1a ATPasa,

El-éﬁﬁié9 ﬁé héF;Edores fluorescentes, ofrece nuevas posibi-—

Iiaades_cnm6 sdﬁ§ 7. |

| ’.a).;Estudidg  de correlacién  temporal: El estudioc de 1la
intéféc:ian_._dél -inhibidnr marcado fluorescentemente con st
éniimé,: sé puede realizar en el momonto en que dicha interaccién
se esti llévanda a cabo y no requierec la separacidn del inhibidor
.lisré dél. peagado  cuando se ha llevado a cabo un proceso  de
agtivacidn o inhibicidn de la cnzima.

b} Eztudios topoldédgicos: tambidén =20 pucde cbitenor informacion
con respecto a la distancia que existe entre el sitio de accidn
del inhibidor v =zitios especificos epn la enzcima, wsando pares doe
flurdforos y midiendo transfeorencia de onorglia sinqulete—
=singulete entre ambocs.

En el presente trabajo ze eligid ¢l marcaje inespecifico o al
azrar (122} gel inhibidor on suz grupos amino primarios de laos
cuales presenta 11 por molécula: 10 lisinas vy el amino terminal.

Pe entre los compuestos que existon en el mercado para marcar
covalentemente aminas primarias se eligiecron la Fluorescamina vy
el d-isotiocianato de fluorescein=s. Ver figura 4. La
Fluoresecamina o Fluram (d-fenilespiro furano—-2,1{3H),1—-ftalan
3,37 diaonza} reacciona rapidamente con proteinas  produciendo
derivados con intenta fluorescencia en el actuwl (123). E1 reactivo
en edceso se inactiva  formande  productos de hidrdlisis no
fluorccocontos, tampoco la flucrezscamina antes de reaccionar
fluoresce, lo cual suprime la necesidad de separar el reactivo

unido del libre una vez gue e ha llevado a cabo el marcalje.



Fiaura 4. Reaccisdn del Fluram y el FITC con aminas primariacs para

farmar los respectivos derivados fluorescentes.

COOH

FLURAM FLUOROFORO

RO o] o HO o] a)
® G

+R-NH, —

@ 0o COOH
o (J
Sal:sN

FITC s

e
——



El g-isctiocianate de fluoresceina (FITC) forma derivados
estables que presentan una eficiencia cuantica v una absorbencia
altas. Este compuesto ha sido usado en estudios que inveolucran
transferencia de energia como aceptor uvzando como donador al
cloruro de Dansila (122), Ge cansideora ademas adocuado para el
cetudio de la interaccidn de moléculas marcadas de bajo peso
mplecular con proteinas, a través de cambios en la pelarizacidn
de la fluorescencia (1243,

FPor otro 1ado, el FITC ha sido utili-cado como modificadoer
del sitio active de 1a ATPasa de claoroplasteo por el bloqueo do
arupos ligina en 1las subunidades alfa v beta que estan

involucradas eon la unidén del ATP (125).

OBJETIVO

£l abjetivo de este trabajo ez desecribir ol martaje
fluorescente deol inhibidor natural de 1a aTPasa mitocondrial con
1a finalidad de estudiar la interaccidn entre ambas proteinas en

tédrminos molecul ares.



MATERIALES Y METODOS

1) .-Obtencidn de mitocondrias de coracdan de res.

ée llevd a cabo siguiendo al métodos de Smith t127)
modificado. Sz partié de & corazones frescos mantenidos en bafo
de hielo que se disecaron en un cuarto frio a tomperatura de  4=C
que se mantuvo a tado le largo de 1a operacidén, para obtener sdélo
el tejido muscul ar cortado on pedazos regulares gque fuéd melido en
un molino de carne. Cada kilogramo de molido, oo suspendid en 4
litros de =sacarosza 250 mbt, Tris—Cl S mM, EDTA 15 M pH 7.4 v se
reajustd & pH 7.4 con Tris cencentrado. La  suspensidn se
homegeneizd en lotes de 2 litros durante 30 seg. a la wvelocidad
intermedia en wuna licuadara Waring Blendor comcrcial.

Se reajustd el pH a 7.4 a) homogeneirado del paszo anterior vy
se cenbtrifugd 10 min. a 450 g a 4°C para separar cdlulas enteras
Y nacleos.

El =zobrenadante, Ffiltrado por 2 capas de gasa se centrifugd
13 min. a 14 000 g. El precipitado resultante, gque contiene el
paguete de mitocondrias, sc resuspendid on el medio do molideo sin
EDTA. Se centrifugd per 10 min. a 200 g para separar células
rotas y eritrocites v las mitocondrias contenidas en el
sohroenadante o c@pararonn en las fracciones ligera y pesada  por
decantaci én despuds de una fltima centrifugacién de 15 min. a 14
000 g,

l.a Fraccidn correspondiente a mitocondrias pesadas, =1=
resuspendid en sagareosa 250 mM vy la correspondiente a las ligoras
en 2]l medio de mal ide sin EDRTAH. Ambas fraccionps Sse congelaron a

=70=C en un congel ador REYCO.



2) Proparacién de particulas submitocondriales

Se prepararon 2 tipos de particulas submitocondriales {(psm}:
las descritas por Horstman y Racker en 1970 (127) llamadas psm—AS
{(imonio—-Sefadey) y las descritas por Klein y col. en 1982 (25D
aue l1lamaramos psm-—i{ en este trabajo. Ambos tipos de particulas
carccen practicamente de inhibidor enddgeno pues les fuf extraido

durante su preparacidn.

&) Obteoncidén do psEm-AS.

Laz pP=m~NS =z prepararon a partir de mitocondrias pesadas
descaongeladas y diluidas a 20 mg/ml en sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM
pH 7.4 llevadae a pH 9.2 con una solucidn de MNMHLOH 1 N fresca vy
mantenidas a 4eC durante todo el procedimiento. La suspensidn so
csonicd en un bafp de hiele durante 2 min. a intervalos de 1 min.
de sonicacidn intercalados con 1 min. de deScansa en un sonicador
Branson H-12,

£l zmonicado = centrifugd a S200 g por 10 min. El
sobrenadante obtenido se centrifugd a 115 000 g durante 20 min. a
q=C., El precipitadao, quie centiens las particul as
submi tocondri al es, @ resuspendid en sacarosa 250 mM y  se
recentrifugd. El precipitado final se homagenoizdé a 20 mg/ml eon
C1 250 M, sacarosa 75 mM, Trizs-504 30 mM pH B.O, EDTA 2 mM pH
8.0 v se pasd por una columna de Sefaden G-50 coarse de 45 2.5
cm. eluyende con ol mizmo amortiguador = flujo lento para que sy
paso por la columna dure una hora.

Las particulas obtenidas de la columna, s centrifugaron a
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115 000 g durante 20 min. vy el pfecipitadn ee resuspendid en

media voluman uriginal de sacarusa ”50 oM vy se recentrifugd. El

'precipitado {inalna' Y resuspendid ‘on un  volumen pequefo de

fﬁa:arnsa 250 mM ynse alma:en6 a -70=C.

'b) Obtencidn de psm-K.

lLas pem-ll se obtﬁvieron partiendo de mitocondrias ligeras
désﬁnngaladas y resuspendidas a 20 mg/ml en I1C1 250 mM, sacarosa
7% mMy Tris-80,a 3JIC oM pH 8.0 v EDTA 2 mM pH B.0 que fueron
sonicadas en este medio durante 2 min on un bavo de hielo.

El sonicado se centrifugd durante L0 min. a 10 000 g a 4=°C vy
el eobrenadante aobtenido se incubd a temperaltura ambiente (15 =
20°C) dwrante una hora. Posteriormente, = centrifugd a 100 000 g
durante 30 min. a temperatura ambiente v el prercipitado, que
conltiene lag particulas submiteocondriales, se resuspendid en un
volamen minimo de sacarosa 250 M v =zZe almacend, como 1las
anteriores, congeladas a —-70°C. E1 zobrenadante se  procesdé
posteriormente para la obltencidn de la proteina inhibidora (ver

inciso 4).

3) Purificion de ATFasma (F.).

Se partid de pzm-K desconaeladag vy diluidas a 10 mg/ml en
sacarosa 15C mM, EDTA 2 mi, ATPFE 2 mM pH 7.4, l.a suspensidn s5@
sonicd durante 30 min. a temperatura de 40 a 358 nantenida con
un bafit de agua v hielo. El =zonicado ze centrifugd durante I0 min
a 130 000 g v el sobrenadanto, que contiene el factor Fa., se
ad=orbidé¢ en una coelumna de hexilamina sefarosa 4B de 1.5 ¢ 20 cm.

=iguiendoe la técnica descrita por Tuena de Gdmez-—Puyouw vy Gdmez-—
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Puyou en 1977 (128).

;a columna fue previamente cquilibrada con 40 ml del mismo
amortiguador en que se resuspendioron las particulas (medio de
ATP) . Despuds de la adsorcidn la celumna se lavd con 80 ml del
mismo medio v la enzima se oluyd con medio de ATP adicionado de
KC1 1 M. las Ffracciones activas en hidrdélisis de ATFE  =e
precipitaron con un voldmen jigual de solucidn saturada de sul fato
de amonio ajustada a pH 7.4 con tris y se mantuvieron a 4°C
durante la noche. La =zuspencsién do enzima zse cehbrifugée a ? 200 g
durante 15 min a 4 °C v £l precipitado ze resuspendid en medio
volumen de medio de ATP, 2l material insoluble se descartd por
centrifugacidn a 3 Q000 rpm on wuna centrifuga clinica a
temperatura ambiente. E]l sobrenadante se precipité nuevamente con
un  valdamen igual de la solucidn de culfato de amonin  saturada.
(Ve figura 5. Lz figura S muestra el grado de pureza de ia

encima usada en esto Lrabajo.

4) Obtencidn el inhibidor.

Se lleve utilizando el sobrenadante de las particulas psm—K
{(ver inciso 2 b)), que contiene la proteina inhibidora extraida de
la ATPasa. El procedimiento que =g sigue correspondeo =1 asdtodo
descrito por Horstman y Racker en 1970 (B1l) modificado por Klein
y col., 1982 (935).

Por cada 100 ml de sobronadante de las psm—i, se agregaron
22 g de sulfato de amonio y se agitd on bafo de hielo 25 min. Sa
deoscartd el precipitado por contrifuaogacidén a 14 000 g durante 10

min. A cada 100 ml del sobrenadante anterier, se agregaron 19.4 g



Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida 15% en SDS

inphibidor v Fi.
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Fatréon de electroforesis en gel de poliacrilamida 154 en

SDS. El gel contenia 10.460 v 118 pg de F. en los carriles

2.4 v & respectivamente, las mismas cantidades de F:-1I en
los carriles 3.3 ¥ 7 respectivamente S pg de inhibidor en
ol carril B y marcadores de peso melecular en el carril 1.
Tincidn con azul de Coomasesie.

L
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de sulfato de amonio y e centrifugd de la misma  manera. El
precipitado s;n'rasuspendér se mantuvt a 0°C durante un dia o mas
vy se diéaiviq  en7‘7' ml  de sacarosa 250 mM por gramoc de

mi tocondrias inicial. -

:ﬂh:jcéaai;%a;hif&e la solucién obtopida se aoregaron S ml de
TCA .s_oz.'_;.e secentrifugd inmediatamente la suspensi¢n a 15 Q00 g
durénte- 5.ﬁih.;-éi precipitadoe de cada 70 ml =e diselvid en O ml
de' ég;a _f:'ée homoéenei:d en un homogeneizadar de vidrio con
Vastago.de tefl dn. El pH de la suspensién = 1levd a 5.0 con KOH
1 ,N:y el'precipitado se descartd por centrifugacidn a 20 000 g
ppr-S min.

. El ecbrenadante so neutralizcd a pH 7.1 con KOH &1 N vy se
llevd a una caoncentracidn final de sacarosa de 0.25 M por adicidn
de 1z misma  en estado sé4lido. la concontracidn de sal de la
solucidn wse ajustd a 0.83 M con sulfato de amonio sdélido
reglstrando la conductividad ernoun conductimotro CDM-3
Radiometer/Copenhagen. Por cada mililitro de 1a solucidén anterior
w2 agrecaron 1.7 ml de etanol al 9974 frio en bafo de hielo—agua.
Se mantuvo con agitacion durante &0 min yv ce centrifugd 5 min a
12 o000 g. £1 precipitado =e hompoenrizd or un volimen pegueiio de
sacarosa 0.25 M, Tris sulfato (O oM pH 7.9 v se centrifugd 5 min
a 12 900 g para remover cualguier material insoluble.

Se reajustd 1a conductividad del sohrenadante obtenido a la
aquivalente a una sclucidn .83 M de sulfateo de amonio con dicha
sal y se volvid a precipitar con etanol agitando durante 20 min.
El precipitade obtenido por centrifugacidn se resuspendid en  un
voldamen pequefic de sacarocsa Tris pH 7.4 (0.8 ml por gr de

mitocondrias iniecial) y =z ovapord el etanol por agitacidn a
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tempéfatura 'ambiente en  wn kitasato conectado a una bomba de
vacio.

La solucién anterior =e =ometid a calentamiento en bafo a
cbullicién a unas BS=C con anltacidn constante durante 3 min  en
un  tubo Pyrex de 40 ml vy ze enfrid on un bafo de agua a
temperatura  ambiente. El precipitadeo formado se romovid por
centrifugacidn a 100 000 g durante 20 min. £l sobrenadante, que
contiene 1la proteina  inhibidora, se guardd a -~709=°C en un

cangel ader REVCDO., Ver Ffigura 5.

5) Determinacion de la actividad ATFRasza.

Se llevd a cabo por 2 métodos distintos: a)
ecspectrofotométricamente v by por cuantificacidén del Fi
liberado.

a) La determinacién ecgpectrofotométrica descrita por Pullman
¥y col. en 1260 (1307 s una medida indirecta de la hidrédlisis del
ATP que zo cuantifica como desaparicidn de MADH por absorbancia
a 340 nm en presencia de un sizstoma vreogenerador de ATP. Yor fig.
H. E) medio contenia cn un voldamen final de T ml: Tris acetato 25
mM pH 7.4, acetato de potasia 30 oM, acetato de meagnesio 3 miM,
Tosfoenol pirwuvato 0.3 mm, ATP~-Ma0H pH 7.4 0.3 mM, 148 a 20 ul de
MADH 30wl prepairado on Triz-secebtato 25 M pH 7.4, piruvato
cinasa 10 unidades + deocshidrogenasa lactica 18 unidades ambaz  en
calucidn de sulfato de amonio.

L.a reaccion e inicid con la adicidn de digtintas cantidades
de F, o particulas submitocondriales, en cuypD caso Bo afmadid

rotenona 10 po en etanol 25% en la mezcla de reaccion para evitar
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Fiaura

actividad ATFasa espectrofotométricamente cen

de ATP.

b. Esquema de las reacciones acopladas  para medir

cictema reqgencrador

PK

Piruvato PEP
NADH

DL

NADT

LCvaTGTO

En caracteres obhscuros se muestran los sustratos v las

enzimas anadidacs al medio de reaccidén v en caracteres

normal es loes productas e intermediarios formados.
Abreviaturas: Fas NTPaesza: Fi, fosfate inorganico: ADF,
ATF ., di~ v tri—-fosfato de adenosinas PH, Piruvato Cinacsa:

FEF. fosfoconol piruvato: DL, deshidrogenasa lacticas MNADH,
MNAD~, B-nicotinamida adenin dinucledtido reducido ¥

onidado recpectivamente.



qup el NﬂDH_fuer# oxidado por la cadena respiratoria. La reaccidn
se reg;stro'dﬁrante S5 min en un espectrofotémetro Heckman 35.

';.BJ La'ﬁéﬁermiﬁé:idnjénlarimétrica del Pi liberado so realizé
_dthgéé1dg_ﬁﬁé ia.réacci6n ocurri§ en 1 ml del medio uzada en la
déi:ékfmin%é'i'dh éépe_cfrafot'b}netrica omitiendo ol MADH y la
_aésﬁngAQEhaﬁa;iA¢fiéa, .in:ubando durante 5 min a 3I0*C y parando
: 1;17}fe$cd1§n . ean acido tricloro-acético &% fFinal. La
_tuantificacitn del fosfato liberado por 1a hidrélisic del ATP se
reallid' pur.el métode de Sumner (130). En un voldmen final de 35
ml sé:adicionaran a concentraciones finalez molibdato dg  amonio
al 0.6 %, 4cido sulfdrico 9.75 M y sulfate ferroso 0.78%. El
desérrnlln de colar =2 cuantificéd dezputse de 10 min a 460 nNm  on
un espectrofotemetro Bechman 35 usando como referencia 1=

abgorcién de 0,9 Htmoles de FHoPDS.

&} Determinacidn do la agtividad de la proteina inhibidora.

a) En Fa. soluble.

Sc  preingubaron durante 20 min a I0°C de | a 2 g de F,
soluble v distintas cantidades de inhibidor en 0.1 ml de Mes-Tris
20 oM pH &H.5, Mg-ATF .9 oM pH &.5. La cenzima utilicada en cste
tipo de ensavyo mantenida ©on una sugspensidén do sulfato de amonio,
ce centrifugd 10 min en uns centrifuga clinica v el precipitado
se resuspendids en Tric-acctato 20 wid pH 7.4 El inhiblidor uzmado
para la interaccion co filtrd proviomcntc por columnitas do
Sefade:: 6 25-130 gruese siguiendo 1a técnica desecrita por
FPrenefeby (113, La resina hidratada =2 monltd en jeringas
desechables de { ml, se equilibrd con Mes-Tris 20 oM pH 6.3 v =e

cmnpacd por centridegacidn en una contrifuga clinica durante 2 min



a_velndidad ma&ima; Una alicuota de 100 é 156 1l que contuviera
no .meﬁos',dq '?S.lg de inhibidor se recentrifugd en las mismas
: cundicighe;, E§do a teﬁpePatﬁr$ ambiente.
o '-L;:'éctiki&;&- ATP$sa remanente se cuantificod par ol mdtado
:olnriﬁéﬁfﬁcd deétfito én el punto anterior.

;biiEnfparﬁi:ulas submi tocondriales.

.Se'preinﬁubarnh.dﬁfante 20 min a 30°C, 50 ug de psm AS & K
@on distintas cantidades de inhibidor en las mismas condlicicnes
gue para  evaluar su actividad sobre la enzima soluble, incisa

.anterior.

7} Electroforesis en geles de poliacrilamida,

Se utilizaron dos sistemas distintos: 2) el descrito por
Wyckoff y col. (132) modificado y el descrito por Laemmli (133).

a) El gistoema de electroforesis deserilto por Wychkoff so
montd en deles cilindricos a concentracionece de 11.4% acrilamida,
O.6% big—acrilamida (HM bis-metilén-acrilamidal), 81 mt Ammedial
(2 amino-2 metil-1,3, propanediel) 3 33 M HC1 pH 2.1 en el gel
separador y A4.83% acrilamida, 0.19% bis—-acriladmida, 51.4 mM
Ammediol vy 4& mM HC1 pd 7.2 en el gel concentrador. Lons geles se
Pulimerizaran por 1la adicidn de persulfato de amonie a wuna
concontiraci dn Final de G.00% vy TEMED 2.005%

ta zolucidn amartiguadora del reservorio superior contenia
glicina 40 mM;.  Ampediol 40 mM y SPS 0.1¥% pH f.4. La del
reservorin  inferior 42 oM Ammediol, .05 M HCl, pH 8.23. Las
proteinas =e dicsolvieron on Ammediol 84 mM, HC! &2 mM pH B.737 con

azul de bromofenaol para poner en el gel vy se corrieron los geles
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a 85 vnltios durante 2 hrs 30 mir.
'Las proteinas Ee fijarun al gel con TCA {Acido ¢tricloro
aceﬁicc) 30- A durante 30 min y se tiferon con azul de Coomassie

brillante R al 0'2 ? en metanol-acxdo acdético 30:7.5% durante 1la

:nu:he a’ temperatura ambienta vy se degtiferon en la misma solueldn

._Ein colorante.

b)Y El sistema do electroforesis descrito por Laemmli se
utilizd en placas que contenian acrilamida 15 ¥, bis-acrilamida
Co.4%, Tris-Cl 0.4 M pH  B.3, 0.1% SDS en =1 gel separador ¥y
;acrilamida 3% bis—acrilamida 0.08%4, Tris—-Cl 0,13 M pH &.8, 5SDS
0.01% en el ael concentrador.

Los geles se polimerizaron por la adicidn de persul fato de

" amonio y TEMED a concentracianes finales de 0.QI174 y Q.17%
respectivamente. la solucidn de los recservorios contenia Tris-Cl
253 mM, glicina 0.2 M, 8IS 0.1% pH B.6.

Las aueztras do protoina se afadiecron en mescla de digestidn
que contenia gliceorel 38.4%, Trig-Cl O0.34 M, SDS 3.84% v B -
mercapto etaneo! 6.491% vy azul de Coomassie. Se ceorrieron durante 4
o5 hirs a 60 mA. Los geles se fijaraon con TEA 10% durante 10 min
y = tifteron con arul de Coomassie al 0.05% en metanol Jacido
acdbtice J30/10% durante 1a noche v se destifsron con la misma
cetucidn sin culur anto,

ips gelon = fotogt afiaron antes de la fijacidn vy tincidn de
las proteinas bajo iluminacidén can luz ultraviocleta de onda corta

y despuds de la tincidén.

8) Marcajou flunrescente.



. ka proteina inhibidora, obtenida como se indica en el inciso
4, 1) _%iltr6  por :ﬁlumnitas de Sefadex G 25-105% e=iguiendo 1a
téﬁﬁica des:Fita por Penafaky (131). La resina hidratada se montd
eﬁf 3eFi5gas desechables de 1 6 de 3 ml v =z equilibré coh agua
ajﬁéfada a - pH 7.5-9.0 con KO, MaDH 4 MHMe y sSe ompacd por
”ceﬁtrifugacidn en una centrifuga clinica durante 2 min. &
ve;o;idad maﬁima, todo a'temperatura ambiente.

.Se Juntaron las fraccionkg filtradas vy ge liofilizarcon a

sequedad.

a) Marcaje con Fluram.

.SE resuspendid el inhibidor en borato de potasioco 20 mM  pH
7.5 ¢ en bilcarbonato de saodio 50 miMl pH 2.0 a distintas
concentracione de proteina y se mexcld con Fluram disuelto a
digtintas concentraciones en acotona agitando en Vortex durante
unos segundeos. La reaccidn zo llevd a ecabo a Ltemperatura ambiento

y manteniendo la mueestra protegida de la luz,

b)Y Marcajc con FITC.

S resuspendid el inhibidor liofilizado en bicarbonato de
sqgdio S50 mM pH 68.0-2.0 a una concentracidn de proteina de 1
mg/ml . Se mezcld con FITC 400 ud dicsuelto en metanod oo
(MamS043 agitando en Yorte::. S mantuvo protegido de ia 1luz
durante 20 min a temperatura ambiento vy e filtré por las
columnitas describas (incico 8) cquilibradas con Mes-Trizs S0 oM

H 6.5 (ver figura 7).



ESOUENMA DE MARCAJE DEL IMHIBIDOR COM FITC

U IMMIBIDOR (pH T.0)

: filtrar por Scfadex G-25
HzD (KOH, MaOH; HHas pH 7.4, B5.0)

NP
lipfili=ar

. N
resuspender en MaliCOs pH 8.0

contreo? de fluorescencia
tzin peolaodlana

\
ajuzbar proteina a 1 oag.tal

control de actiwvidad macar con FITC metanol mooo fHNasabiy)
{+ metanol} 100 PN

filtrar por Sefaden G-28 7 Mes -Trise 530 mp pH &.95



?) Medidas do fluarescencia

Las medidas de fluorescencia se llevaron & cabo en  un
aspect?n;fiﬁdr&metfn 5LM 4800. Para la obtencidn de los espectros
de..exﬁit;cidn ?.é6isi6n se utilizé el fluordmebkro acoplado a una
cﬁmpﬁt;¢nfé'6pple il.:

_,fLaé Ionéitudes de onda de gucitacidn y emisidén =c fijaron a
‘465_5yi 480 pm respectivamente para registrar los eospectros del
:deriVQda fluorescente dol Fluram vy a AB% y S30 nm para registrar
los carrespondientes al derivado del FITC. Todas las  aperturas
.del paso de luz ae mantuvieron a 1& nm.

L§ intengidad de l1a fluorescencia se midid llevando a ©€.02
unidades de {luorescencia la producida por uwna solucidn  de
sulfato de quinina a 1 mg/ml en dcido sulfariceo 0.t M con
excitacidn a 405 nm vy emisidn a 480 nm para ol derivado del
Fluaram o hién, ajustando 3 0.5 unidades de fluorescencia 1a
correspondienta a una soplucisn de fluoresceina de sodie 1 UM en
sosa 0.1 M a 470 v 530 nm 1as longitudes de onda de oucitacidn vy
omisidén respectivamonte.

las wmedidasz de estado cstacionario de polarizacidén de la
flourescencia 26 hicieron con el fluordmetro eo la forma "T", que
permite medirr las intensidades de fluorescencia de los
companentes paralele v perpendicular zal eje de polarizacidn de 1a
luz de encitacidn scimel taneamente uwsando 2 canales de deteccidn
(124 . Las medidas se llevaron a cabo a temperatura ambiente a
través dee Filtreose de corte SCHOTT KV 550 en loe canales de
emisidn, axcitando con luz monocramatica de 4B0 am.

t.a polarizacien (P) ze calculd mediante la siguiente férmula:
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en donde 1 e=s la intensidad de la flunrescencia observada cuando
.Ius polarizadores de loy haces de ocmisidn y encitacion se  fijan
ton clerta orientacidn. El primer csubindice de eada intenczidad
indica la orientacidn del polarizador del haz de excitacidn v el
segundo  la orlentacidn de 1oz polarizadores de emicsién. Hy W
gignifican horizontal vy vertical respectivamente.

En general las medidaz de fTluorescencia se llevaron a cabo a
tomperatura ambiente en celdas de 0.3 ml de capacidad v 0.3 em de

pasao de lun,

i) Determinacidén de proteina.

Se siguid el mbtodc descrito por Gornall y col. {134) con el
reactivo de Biuret para estimar la proteina en mitocondrias vy
particulas submitocondriales v nl métede docerite cor Bradlford
(135 con arwnl de Coomascic R-2050 para las proteinas purificada
usandg alblmina sérica de bovino disuelta en agua como estandar.
FPauwa cuanti ficar la protoins doe auestras del darivado
fluorescente en amortiguador de bicarbonato de sodio, see utilizé

el estindar diluido en cl mismo amortiguador,
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RESULTADOS Y DISCUSIGN

I. Marcaje -y Caracterizacién de un derivado de la Proteina

Ihh;bidbréfﬁﬁﬁ_?iuram;

 La .ﬁfnfeina.inhibidnra purificada se marcd con flubrescamina
'en':iaé ;iguiente condiciones: inhibidor & uwna concontracidn de
33.4 UM, eon borato potasieo 20 oM pH B.0O, Fluram 1 mM eon acetona
S.8%4 final a temperatura ambiente agitando en ¥Yorte: durante unos
segundos. En la figura 8 se muestran loz espeoctros no correglidos
de excitacidn vy emizgidn de fluorescencia del inhibidor marcado
con fluorescamina. Fara la oblencidn de los especiros se  diluyd
la muestra con ttn voeldmen de Mes-Tris 20 mM pH &.5
Los registros ilustrados =n la Ffigura B8, =2 hicieron
barriende la longitud de onda de excitacidn cada nanomelro dosde
300 hasta 450 manteniendo constante 1z longitud de onda de
emisidn a 481 nm para obtener el 2=pockro de eoncitacisén v  desde
450 hasta S502 nom la lengitud de onda de emicgidén con la de
enxcilacidn constante a 403F nm para el cspectro de emision.
Las  lonoitudez de onda elegidas para trabajar fueron 405 v
480 nm de excitacidén y emisién respectivamente, quer en la figura

= muestran =efWaledas con flochas v gue consti tuyen 1oz mAs§ mos

Utilizando condiciones de marcaje seacjantes a las de la
figura g, 52 estudld @1 efecto dio di foreontes concontracionss de
fluoreccamina v dos voncenlraciones fijas de inhibidor sobre el
grado de marcaje. La figura 9 qmueshkira una curva doe sabkuracidn

dependienle de la concentracidn de Fluwram, 1o cual indica que ta
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Figura .B8.. Espectros’ ‘Bucitacién’y emisién no corregidos del

ﬁnhibidnkiﬁaFEéﬁ n

- INHIBIDOR - FLURAM
. 1
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W
350 ’ 469 4;0 5“)‘3 550

LONGITUD DE ONDA {nm)

Registro de lpse cepectros de fluores=cencia de LINA
muestra de inhibidor marcado con Fluram a una
concentracidan de prnte}na de 1&6.8 M en borato de
hpntasio 10 mM, Mee—-Tris 10 mM pH &.6&, manteni endo
conetantes las lenoitudes de onda de emisidn f
excitaci dn a 403 v 481 nm rczpoctivamente, con 1& nm
de paso de lus en ambos. Las flechas =sefvalan las
lonqi tudes de onda eleqidas para todos los

ouperimentos posteriores.
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i =) 3
Efecto doe diferentes concentraciones de Fluram en

marcaie de la proteina inhibidora.
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FLURAM (mM)

Se marcd el inhibidor dilui{do a dos concentracioncs
finales fijac: (¢ 0.314 pM v {(0) 0.11 ubl en 0. 15 v

0.1 ml borato de potasio 20 @M pH B.0 respectivamente

con las distintas concentraciones de Fluram en acetona

5.8% final que o indican, a temperatura ambicente.
0.02 unnidades de fluworesconcia corrcocponden a

ma/ml

de sulfato de quinina en Ha50s 0.1 N,
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proteina posee un ndmero Limitado de orupos especificos epxpuestos
capa:esr”déurgﬂcciqnaf ;qn'eL'Fluram. Tales grupes corresponden
supuestamente .a  Laéf.lisinaé_y posiblemente también al  amino
te?miﬁg1L z ' 7 o

£d§+‘aés‘egﬁeriméﬁtas:ilustradns cn la figura 9 se hicieron
. eon iaS"'misﬁés -cnﬁdiclnnes de marczje excepto por el volumen
final, 'qua' en el experiménto mostrado con puntos neagros fue  de
.15 ml vy en el que corresponde a las puntos blancos de -1 ml.
Esto  puede ser  importante en wha reatcidn en la que la
prcbaﬁilidad de reaccidn entre una noldécula de fluram v una amina
primaria dopende no zd6leo de las concenbraciones de ambacsg =3
prabakle gue un  volumen mayoer sEa fFavorable para el rapido
mezclado de los reactivos. Conviene rocordar que el Fluram que no
reaceiona con una amina primaria (con un by, de reaccién de
mseg) =123 hidroliza en  segundos formando productos no
fluoreszcentes.

Nl probar la actiwvidad inhibitoria del derivado fluorezcente
spbre la F; (fiqura 10}, ze abzervd que desta no se modifica por
ol marcaje dentro del ranoo de concontracionos on el que ol grado
de marcaje fue proporcional 4 la concentracidn de Fluram
vtilizada afin corta de la gatwracldn de los posiblos arupos
marcables oen estas condiciaones. Eata podria indicar que no se
hrabkizn  caturazde 1ne & lisinpas que producen la pérdida de 1a
actividad al ser modificadas con otirras reoactivos (100,101,

l.a  diferencia ophservada on las unidades de fluprescencia
enlre las figuwras 7 y 10 za debke 2 que en 1a Figura 2 las medidas
e hicieron conmparativas a una curva eztandar de arginina marcada

en  las mizmas condiciones vy on la figura 10 =e leyd comparando



Figqura 10.

Actividad inhibitoria del derivado fluprescente de la

proteina iphibidora  con diferentes orados de marcaje sebre la

éTPasaﬂéleble}TF;l
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E1 marcaie e 1levd 2 cabo con inhibider a 33 pM en

0.15 ml g bhorato de potasio 20 mM pH 7.5 ¢¢on 1las

concentraci anes de Fluram que se indican.,. La

inhibicién de 4 pa de inhibidor so midiéd sobre 1 ug de

Fi: con actividad ecspreifica doe hidrdélicesi=s de ATP de 40

mples Pi omin—* mo—*.

Deepuds de marcar y aentes de medir fluorescencia.

s equilibrd can Mes-Tris 20 mM pH 6.5 filtrande la

muestra por Spfade: G-25, comp s detalla en i1a

seccidén de materiales v métados incisn é&a.




Fiagura

11.

Capacidad inhibitoria comparativa de di ferentes

concentraciones de inhibidor nativo y marcado con Fluram sobre la

actividad de ATFasa de particulas AS.
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X 0.5 1.0 2.0
INHIBIDOR (JJg)
So usaron S0 pqg de psm—AS con una actiwvidad

hidrolitica pepreci fica de E.546 pmeles Pi omin—* mg~t vy
las cantidades indicadas de inhibidor control (®) b
marcado con fluram (0) preincubando durante 20 min  a
J0=C en Mos-Tris 20 aM pH &6.5. i.,a actividad ATFasa en
1 ml de Tric aceotato 25 mM pH 7.4, acetato de potasio
I mM, acetato de maanesio 3 mb, en presencia de
Fpsfoenol piruveto 0.7 oM, ATP-NaOH 0.3 mM pH 7.4, 1&
a 20 pl de MNADH 30 mM di=uclio en Tris acetato 25 mit
pH 7.4 v 10 unidedez de piruvato cinasa se evalud por
la cuantificacidn colorimétrica del FPi liberado. La
intensidad de I“: flunrrecencia del inhibidor wutilizade
fue de 0.26 unidades.
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con Qn egtindar de sulfato de quinina.

La capacidad inhibitoria del derivado fluorescente de 1la
proteina inhibiddra se estudid en. comparacidn con la proteina sin
marear .énbre la actividad ATPasa tanto de la enzima particul ada
t¢figura  11)  como de la soluble (fig. 12). En la figura 11 se
pﬁéaéﬂﬂﬁbsengrf'qde no se detecté ninguna modificacién por el
'mafcgjé-déiléﬂinhibicidn producida; sin embargo, existipron lotes
en{ibs'ﬁuEZEI‘mércaje irnhibis parcialmente su actividad, como se
.'c.bség--;-_ﬂr'.nér;l-_‘;al.-.lo'te-ut_ilizado en la figura 12.

“En el éxperimenﬁo mostrado en la fiaura 12, las condiciones
de marcaie fueron las mizsmas que on ol de la figura 11 excopto el
volumen fipal, gue esta ver fue 12 veces menor. Las curvas  de
inhibicidn demuestran que 12 actividad inhibitoria del derivado
fluorescente e menor que la del econtrol tante =i se mide on
particulas submitocondriales como en F; soluble sin embargo, 1a
diferencia de actividad inhibitoria observada entre los deriwvados
fluorescentes vsadoas enh 1ps expeirimentos de las figuras 11 v i2
@2 dificil de ecuplicar por un mayor o menor ntémero  do grupos
modificados puesto gue 1a fluoroscencia relativa de ambos fud muy
simil ar: .28 v O.20 unidades do fluorescencia para las figuras
1f v 12 respoctivamente.

Tampoco pusade debeoree al conlonido de inhibidor enddégeno de
las particul as enploadas en ilos 2 experimentos para avaluar la
actividad del inhibidor ya que ze uwtilizaron particulas de un
mi smo lote con una actividad espocifica doe hldirdlisis del ATPR de
= ol s min—"Tmao . Ezloc v i on caperimentos mo ilustrados,

demuestran que ni 2l grado de maocaje ni la actividad inbhibitoria
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Fioura 1

)

-

« - Capacidad. inhibitoria comparativa del inhibidor

marcado con Filuram y sin marcar sobre la actividad ATPasa soluble

v.particulada.

% DE INHIBICION DE ATPasa

100 50

PSM-AS | Fy

SOJ (s

1 T T -T

| 2 3 [ 2 3
INHIBIDOR (pg)

=

Se ucaron S0 yug de pem-As ¢ 2 o de Fi soluble con
actividad hidrolitica ;specifica de I v 34 moles Pi
min*; mo—*t respectivamonte v las cantidades que se
indicaron de inhibidor marcado (O) vy sin marcar {(@).
La concentracidén de inhibidor durante el marcaje fue
10 uyM en .15 ml de borate de potasio 20 aM pH 7.%. 1a
intencsidad de la fluorescencia era de 0.2 unidades de

fluorescencia. La actividad se cvalud como oen l1a

figura anterior.
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abtenida'ébn”éi derngdu'Flunreécénté'sun'Ié:ilmente reproducibles, 1lo
_:gal ﬁan;idgfamcs;f_rapréééntaba'una desventaja considerable para
_=elegmp}gé{déi}Fiuram;cqmo reactivo marcador.

| fcﬁﬁp;;éi tﬁkbbléma mencionade podria ser superado si seo
_prepéhabaj uﬁ 21§te de inﬁibidnr marcado suficientemente grande
- para . realizar toda una serie de oxperimontos, se esting
1mpart$nte determinar 1a estabilidad del derivado fluorescente.

| La filgura 13 muestra la estabilidad de la fluorescencia y de
la actividad del inhibidor marcado cuando se almacend a 4°C
.ﬁrﬁtegidc te la lu=z. El derivado fluorescente empleado en este
expérimento fue el mismo gque el uwtilizndo en 1a Figura 11. Coamo
puede verse, tante la actividad inhibitoria como ta intonsidad de
la fluorestencia s concecrvaron -4 horas en el inhibidor marcado
mantenido & 4=C; a tiampos mayores ce pierden 1a actiwvidad v 1a
fluorescencia concomitanteneonteo.

El cupyrimento mostrado o la figuwra 14 demuestra que 1a
intensidad de 12 fluoresconcia del derivado se preserva meior
cuando so manticne congelado a 070, =n oste oxperimento, adn 1a
astabilidad a 4°C =ze mantuvo inalterada por 29 horas, comos en el
experimento mostrado en la figura 13,

Experimoentos posteriores moztraron que el problema  de 1=a
cetabilidad puecde zevd rezucllo aanteonicndo o 70 on la czcurlidad
al derivado fluoresconto v quo 1a intensidnd de 1a flusoroscencia
ez mantuve constante en esas condicionece v se repitid con lotes
diferantes de inhibidor marcade hasta por 20 dias. Sin embargo no
=¢ midi¢ Ja actividad remanente on cs=os ciperimentos pero es
probable quer tampoco la acltividad s viora afectada puesto que

comae s puede apreciar e la figura 13 1a pérdida de actividad es
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Fiaura 13, Ectabilidad de la Ffluorescencia vy

inhibitoria a 4<C del inhibidof'marcado con Fluram.

(o) FLUORESCENCIA RELATIVA

TIEMPO {dias)

actividad

DSDJ 1Y 30 NOIDIgIHNI 30 %

La actividad inhibitoria del inhibidor mercado (0O} (=)

 musstra comparada con la del control (®). Aparecce
también en 1a orafica la intencidad de la
fluorescencia del deriwvado fluorescente. tas

condiciones de marcaje fuoiron: inhibidor en borato de

potasia 20 mM pH 7.5 a una concentracidn final de

pM. Fluram &00 pM en acetona 4,17% final.,

ag
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paralela a la pérdida de fluorescencia. L.a figqura 14 ilustra gque
la fluorescencia relativa del inhibidor marcado disminuye por dos
cﬁﬁgélﬁci&ﬁes.y descoﬁgalaciones sucesivas.

:-é}.iéhpléa &e m%rcadores fluorescentes puede poermitir medir
1a :intEkaéﬁidp: de un derivado flucrescente de 1la proteina
inhibidbfﬁfyﬁbn éu.sitio de fijacidn en la enzima independiente-
me#téh ﬁé  1§'a:tividad, si existen cambios £n l1a fluorescencia
Atrﬁbuigies 51 paso del fluréforo de un dedio acucso a Wwuno mas
hidrofobsica.

.Cgahdn al inhibidor marcado se a¥acdid enztima Fy4 soluble on
ﬁnnﬁicinnes que promueven SW o asociacidn {(i.e. pH &.5 v Mg-ATRP),
=2 pudo deotectar un cambico impertante, rapido v reproducible on
la intensidad do 1a fluaorescencia, ilustrado en las tablas 1 y 2.
Ambos experimentos ze realizaron con dos lotes diferentes de
inhibidor y de F,.

i1 cambio en l1a intensidad de la fluorescencia del inhibidor
marcade e= direcltamente proporcional a 1a cantidad de F, awvadida,
como s2 ilustra en la figuwa 15.

Por otro lado, log cambios obscrvados no parecen deberse a
dispersidn de la luz causadza por 1a ontima ya que una zolucidn do
enzima a2 concentracidén de 1.1 pM no emitid ninduna fluorescencia
eon el rango registrado (430 a 550 nm) i es excitada a 405 nm
tanto en presoencia como on auzoncia de Mg-ATF 2 oM en Mes-Tris 20
mM pH &. 5.

A pegar de que la magnitud del cambio observado en 1a
intenszidad de la flucrescencia (tablas 1 y 2) es petuera, 1o cual

pucde oiplicarges  por la relativamente poca cencsibilidad gue
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Figura

14. - Estabilidad de .1a intensidsd relativa de la

fluorescencia del inhibidor marcado con Fluram a 94= y G=C.

0.4
§
0.3

0.2

0.1

FLUORESCENCIA RELATIVA

] L |

1 1
| 2 3 4 5
TIEMPO (dias)

La intensidad de fiuworescencia del inhibidor marcado
mantenido a 4eC (0) v conoelado a 0=C (8) se muestran
on la qgra&fica. E1l punto seralado con una fiecha
corresponde & la inteneidad de 1la fluorescencia  del
inhibidor que fuo sometido a los procesos de
cenaelaci én Y desconocl aci én suwcesivos., Las
condiciones de marcaje fucron: inhibidor en borato de
potasico 20 mM pH 7.5 & concentracidon final de 20 uM,
Fluram S00 pHM en acetena 4.1% Ffinal. Fluorescoencia
relativa del inhibidor marcado: .33 unidades.
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Tabla 1. Cambios de intensidad de la fluorescencia del inhibidor

marcade con Fluram inducidos por Fai.

Fa Fluorescencia ALUF » 100
(M) (UF)

—————— 0.2939+0.0141 ————
0.55 0.3011+0.0083 0.72
1.11 0.327924+0.0C130 3.37
2.22 0.343T+0.0112 .94

UF: unidades de fluorescencia, A UF: diferoncia en UF
entre el control (sin F.) y los euperimentales; tomando
9 lecturas de UF a intevalos de 15 seg. En todos los
casos la concentracién finpal de inhibidor fue 10 uM  en
Mes-—-Trie 20 mM pll 6.5, borato de potasio 3.6 mM pH 8.0,
Mg-ATF 2 mM. La fluorescencia de las muestras se midié
2 diferentes tiempos de=de la adicidésn de F,  hasta 20

mir.



Tabla 2. Cambios de intensidad de 1a fluorescencia del

marcado con Fluram inducidos por F,.

inhibidar

Fa ] Fluorescencia AUF u 100
¢ (UF)

———— 0.3547+0.0074 00 —emeee——
Q.56 0.34658+0.0075 1.1314
1.17 0.38562+0.0109 3.15
2.40 0. 41130+0.0179 i 5.83

tLa concentracién final de inbibidor era 7.43 uyM en

todos 1los casos en Mes-Tris 20 mM pH 6.5, borato de

potacsip 7 mM pH 8.0, Mg-ATP 2 mM. La fiuprescencia se

midids a diferentes tigmpoe desde la adicidon de Fy hasta

40 min. La desviacidn estiandar corresponde a 5 datos.

Las abreviaturas usadas se eiuplican en la Tabla 1.
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Figura 15, Cambios . de intensidad de 1a fluorescencia del

inhibidor marcado en funcién de la concentracion de F,.

A UF x 100
|

F (M)

Los datezs aqraficados correzpenden a las primera v

nltima columnas de la tabla 2.



prezentan en general los derivados fluorescentes del Fluram al
medio en el gue se encuentran (123, 1356), l1a roproducibilidad on
el cambin de fluore=scencia, auwnado a l1a velocidad con 1a que  se
aohserva vy el hecho de que permanezca constante en @2l tiompao,
hacen de _ésta una técnica invaluable para el estudio de tal
Sinpteraccidn. Ya que =ze trata de una Interaccidn rapida, no podria
defectarse'midiendo la inhibicidn, que es el otro parametro que
se¢ ha utili:ado para su estudio.

Un esztudiao detallade de estas  interacciones, permitira
obﬁener .ﬁonstantes cingticas ¢do agociacidn vy dizsociacidn vy
establecer las condicicnes para la fijacidn de 1a proteina
inhibidora en un gitio especifico de 1a enzima. Cabe hacer notar
gue el emploo de narcadores fluoreccentes evitan la necesidad de
separ-ar ]l inhibidor libro del wunido a 1a enzima para detectar la
interaccidgn lo cual poreite realicar estudies en intervalos  de
tiempo que no pormitiria 0l use de marcadores radioactivos.

Por ctra parte, el cvepleo del Fluram, nos pormitie detectar a
la proteina inhibidora en geles de poliacrilamida en SDS bajo
iluwminzeidn con luzr wltravioleta de onda corta. (Ver figura 14).

Sin cmharga, existen desvenltajasz con cl uso del Fluram como
reactivo marcador, ya o que ol rondimiento cuantico de  los
derivados que {forina, ey <igni Ficativamente meonor qua las de 1a
fluoresceina o @l densile (123);3 a pesar de ello, zus caracteris-—
ticas espectrales resullblan favorables yva que la emisidn de los
derivados del Fluram es mdsrima & longitudes do onda cortas, a las
gue Ia senzlbilidad de 1a mayvorizs de laos fototubos es mayor.

Gutizds 1o principal desventaja es 1la poca reproducibilidad en

a2l marcajeo. Esto se puede atribuir a que l1a reaccidén con aminas



Figura 14.

Electroforesis en gel de poltiacrilamida en Sps de

inhibidor marcado con Fluram.

El arl contenia 40 bag de inhibidor marcado con Fluw-am.
a) Depteccién de flueorescencia en el del con luz ultra-
violeta de onda corta. b} el misemo oel deszpudés de

terir con asul de Coomassie.
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h .7 ! . N ) ot . id
Figura 16. ciectroforesis en gel de puliacr%;am
T . : N

. inﬁfbidor marcade con Flura
. l’ -

El qgel contenia 490 pg de inhibidor marcado con Fluram.
a) Deteccidn de fluarescencia en 2! gel con luz ultFau
violeta do onda corta, b)Y el mizmo o=l despuéds de

teWir con azul de Coomascic.
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primarias (ver figura 4) se lleva a cabo en tiempos muy cortos
del ordeh de mseq, va que ¢l reactivo que no reacciond duranfu
ese intervalo de tiémpo con una_émina, reacciona en segundos con
el agué_ del medio - fnfmandﬁ_ productos de hidrélisis noa
{lucréscéntes (1375. Xa ﬁﬁé se considera que =g produce una
inact;va¢16n ¥ .  no una destruccidn irreversible por  hidrdlisis
(13&}; £51e5 pruduﬁtos podrian disminuir la capacidad inhibitoria
del derivado fluorescente.

A -.pusar .de las desventajas mencionadas, @1 derivado
inhibidor-Fluram, ofrece posibilidades de estudio posterioros,
utilizando 1las caracteristicas del cambio de intonzidad de 1la
fluorescencia producido por F, vy 1a posibilidad de detoctarlo en
geles de poliacrilamida con SDS.

A la luz do los resuwlbtados oblenidos con el Fluram, decidimos
utlli:ar‘ atro marcador fluorescente que nos permitiera completar
el es=tudioc poeteridr a la interaccidén del! inhibidor con la

enTzima.

ii. Marcaje y Caractoritacidn de un derivado fluorescente de

la proteina inhibidora con isotioclisnato de fluorescoina (FITC).

El isotiocianato de flunre=sceina ha sido extensivamente usado
para el marcaje covalento de proleinas debido a las ventajas que
ofrece, como altoz rendimiento cuwantico v abzarvencia, asi como
la ostabilidad de los derivados formados (124) ., Incluseo ha sido
vtilizado para mezdir distancias contre dos ligandops por

transfeorencia de energia can otro fFluordforo que sirva como



Fiaura 17. Ezpoctros de edcitacidn v emigidn no corrcaidos  del

inhibidor marcado con FITC.

'FLUORESCENCIA (%) "

. . T
400 500 600

— T | B— [— T T
LONGITUD DE ONDA (nm)

Las flechas =enalan lazs lonoitudes de pnda  cleaidas

0

para 1los o;nerimantms: 479 v 530 nm de eucitacidn v
emision respectivamente para medir intersidad v 4800 v
550 nm de excitacidn v emisidn rcsp:étivamcntc para
medir polaricacién de la fluorestencia. Condiciones de
maécajca inhibidor /MoHED= 50 mM  pH 8.2 a
concentracian de oroteina de 0.85 mag/ml {868.5 urM,
FITC 0.385 mM en metanol seco 3.8% final. La obtencion
de los ecpettros ¢ realizé despudés de filtrar el
derivado fluorccecento por Sefade:r G-30 pouilibrado con
Mes=—-Tris S0 mM pH 6.5, como sp detalla en la srccidn
de matgriales v método=. mantenicndo ronstante=s las
lonaoi tudes de onda de emieion v excitacidn a S&0 v 470
nm para obtener los ecpectros de excitacidn v omisgidn

respectivamente.



dunadnf_u acaptor, sSEgan s=us caracteristicas espectrales.

La +igura31? muéetra los espe;trns de excitacidén vy emisidon no
cnrfeéﬁ@éérdélr1nhibidorf@arcadn con FITC.
' .Ei':éépactro difiere de los repertados para otros  derivados
fludféé:éhtés (138;122), yva que la altura del pico de excitacidn
sgele :coinciﬁir con la del pico de cmision ezto e deobe a que la
lohéffud'de.nﬁda de amisidn esceqgida para obteoner el ezpectro  de
pucitacion, no correspondia al mazimo.

L.a capacidad inhibitaria del derivado fluarcscente de 1a
proteina inhibidora con el FITC, g0 ilustra en la figura 18, en
la gue puede acbservarse que la actividad inhibitoria del derivado
fluorsscente no  we godiflica con rezpocto 2l control, Yy que
permancecid estable decpudes de S dias de congelamiento a 0=C. For
otroa 1ado, las caracteristicas de lps mrspectros de fluorescencia
no se afectaron wen lag mizsmas condiciones (no ilustrado?.

A diforoncia de lo observado con el Fluram vy con muchos otrogs
Flurédforoz (124, 12%5) la intensidad de 1a fluorescencia de los
derivados: de 1a fluoresceina es insensible al medio en ol que se
encuzhktra ol fluor dforo. Zin pmbarac, 1a  inteoraccidn de la
pirateina inhibidora marcada con 1a Fa pucde ser monitorocada
registrando tamblos en la polaricacison de 1a  fluorescencia, lo
cunl permite observar evoenlblos de fijacién medidos como cambios en
el coeficiente de difusién rotacional de una molécula  peqgquera
martatia, como 1a proteina inhibidora, con una de mayor tamafo,
come ©s la ATPasa. l.a pelarizacidn ofroce una técnica dirceta vy
simple para medir la interaccidn de ambas proteinas en tiempos
cortos y on solucidn.

En 1z figura 12, o muectra un experimento en el que ce midis

=g



Fioura 18. Curva de.actividad’del- inhibider marcade con FITC.

100~

50—

% DE INHIBICION DE ATPasa

T I I
! 2 3 4

INHIBIDOR (pg) -

Sz usaron 2 Ho de F. con sctiwvidad ATFasa especifica
de 5% ymoles Fi min—®* mao—* vy las cantidades indicadas
de inhibidor marcadeo con FITC (O} vy =in marcar (0) gue
se mantuvicron 5 dias a 0°C en 1a oscuridad, lLas
condiciones de marcaje correspoanden a las sedaladas €n

la fiaura 17.

]
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Fioura 19. Polarizacién del inhibidor marcado. con  FITC - en

presencia de nucleétido v Fi.

0.3 5 , .

; ia LU —— 4._.].3
- oo 8 a ten o sa, ~ -~ 2.4
i [ty P = 5
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, O 0.2 —r 1T T T 1 T T 1
. ES 5 10
< TIEMPO (min)
;N ,
I =
P
) —
' EE 0.3~
eina «-— 6
0.2 T T T 3 —1
5 o
TIEMPO {(min)
La polarizscidn de lae fluorezcencia s midid a

intervaleos de 15 =2ecaq durante los primerose S min v a
los &, B v 10 min dezoudés de cada adicién. Se usaron
lac ciguientes concontracioncs finalees: inhibidor
6.9 HM: o los trazos 1.2 v 5 v 5.5 M oen los trazos
2, 4 vy &y Mg-ATF y EDTA-ATHF, B.33 mM con loue trazos 3 vy
S respectivamonte v &.7 mM on los trazos 4 v & en  un
volumsn final de ¢.12 ml de Mec—-Tris SO0 mM pH &.5 en
1o traozos 1. S v I v 0.15 ml en loz trazos 2, 4 yv b=

F:o 2,868 UM on l1o0s trrazos 4§ v & (Vor tabla 3).
&0



1a pnlari~acion de la fluare=:encia del inhibidor marcado con
FITC en presencia de F, en cnndi:innes de asoclacidén (d.e. pH &.9
¥ MQ.GTP). Cnmn puede verse, la-pnlarizaclén de 1la fiuvorescencia
del _inhibidur =a mantuvo constante en 1 intervaleo de tiempo
rnaistrado con 5 cdncentrationes distintaz de inhibidor: &.% Uk
en alu Lraza 1 § B.5 uM en ol trazo 2, g presencia de Mg-ATR
ftrazn 3) Y en preaenc:a de Mg-ATP v Fa {trac-o 4).

'La_ ad1ci6n de F, en presencia de EDTA-NTF induio un  aumento
en 1é'pnlari=aciéﬁ con respecto al control a les 3 min., con 45
s04g. después de l1a adicidn de la enzima (tyaczo &), lo que no
sucede en presencia del nucledtido =in Fy (krazo S). Sin embargo,
en presencia de Mg-ATF, la adicidn de la enzima produjo un cambio
rapido, de menor smagnitud v de zenltido contrarie 21 que se
obaervd en presencia de EDTA-ATFE (Ltrazo 4).

E=te onporimenlo denusslira que es factible observar cambios
en la polarizacidn debide=z a la interaccidn del inhibidor marcado
con flutvezsceina con l1a encima en condiciones en las gue =e tiene
EDTA-ATF an el medio, eén 12z gque la posible hidrdlisis del
sustrato ze llewva a cvabo a velocidades bajas pero suficientes
para detectar 1la asociacién de las proteinas. Sin embargo el
hecha do que con Mo-ATER, que es 21 verdadero susbiraloc de 1o
enzima, no sSe ohserve cambioc en la  polarizaciadn, podria
chaplicarse =i 1a reaccidn hidrolitica a cabo tan.répidamente, que
mo permiltid la inhibilcidn de 1a enzima por 1a proteina inhibidora
dgebido 0 que 1a conformacidn hidrolitica de la encima a la que se
une el inhibidor (30) hubiera =sido fugazg mientrazs qQue 1la
hidrédlicis lenta, em EDTAH-ATP, pudo favorecer la acumul aci én de

Ltal conformacidn hidrolitica on un nameroe =uficiente de enzimas.

&1



En la figura 19 pudo observarse ademas, que la dilucién del
inhibidor _maftadu con -FITC con el buffer produce uma ligera
deﬁoiarizatién.‘(trézd ?}_qhe ne se observa cuando se diluye con
Ma-ATP y que se acentda muche con EDTA-ATP. La actividad
‘§nhihi£pria del'inhibidor marcado usado eon este experimento se
ilps£f6 .éﬁhia'¥iqﬁka 1B v no mo=streé diferencias con el control.
Esto se muestra en la tabla 3, que contiene les resultados
presentados graficamonte en Ia figura 12,

Con 1a finalidad de trabhajar en un rrango de concentracidan de
protéina en el que al diluir por la adicidn de la entima, la
polarizacidn no =2 viovra amodificda, =2 manitored el cfecto de
dilucidén. iLa tabla 4 ilustra el efecto de la dilucidn con buffer
solirqre la potarizacidan de lza fluorco=scencia del inhibidor marcado.
Se obgerva que la polarizacidn =ze wmantuve constante con
contentraciones del inhibidor entre 2.8 v 1.8 uM.

En la tabla & =e iluctra el cfecto de depolarizacion inducido
por la adicidn de F, en un experimento similar a2} de 1a figura
12 pero en el que la relaciosn Firinhibidor se incrementéd al doble
con 1a Finalidad de amplificar pl efocto ohsorvado. La
concoentracion final do entima se reduejo 1.7 veces para evitar que
se terminara el sustrato por hidroelisis.

En la tabla S =se  aprecia el ofecto de depolaricacian
previamente observado (tabla 3) por la adician deo EDTA-ATFP v el
subsiauwi onte aumento an la polarizacion al afWadivr la enzima. Esta
vez el aumento se pbseorvd desde el tiempo cero, que corresponde a
la primerasa lacturs tomeds inmediatamente después de la adicidgn v

mesclado ppor inversidn deo la cubeta {apronimadamento 15



Tabla 3.

Polarizacién de Ia fluorescencia del inhibidor

con FITC &n presenclia de nucleodtido v F:.

marcado

.1)
2)
3)
4}
=)

&)

X Mg—-ATP  EDTA-ATP
CuM) tmM) tmM>
6.9 S —
5.5 ——— ——

6.9 8.3 ——
5.5 &.7 ——
&.9 —— 8. %
5.5 —— 6.7

Fa Polarizacién
(UM

— 0.2505+0. 00056
——— 0.2450+0.0011

——— 0.2510+0. 0008
2.7 0.2442+0. 0008
——=— £ I0N.23244+0. 0010

2.7 t=2)0.2514+0.0011

24

23

249

24

14

Las unidades de

valores araficados

£l intervala de tiempo t.

fpolarizacidn correspanden al promedio de los

en la figura 12.

corresponde a las medidas

n es el numero de datos.

tomadas

hacsta 1os 3 min 30 seqg vy t= desde 3 min 45 seg hasta 10 min.

&3



Tabla 4. :EFectp de - dilucidn =zobre la pniahiiacidn do 1=z

“fluorescencia dél'inhihid6r mardado'can_FITC.

;.inhibidﬁﬁ'- . Palarizaciotn n
Q.218%40.0012 g
2.78 0,2121+0.000% 21
2.2 Q.2128+0, 00173 2
1.62 Q. 21CHE0, OGO =4
'
Seo regiaetrd la pelarizacidn oded inhibidor mIi - ada 2

diferentes dilucienes: con Mez -Tels 50 mlf ph 4.5 zadz2 15 zZeq
gurznte © min v 2 laz 6,7 v 10 minn {1x polarizacidn oS un
proncdio doe todas las Iecbuwras obere vadas), M corroczponds al

ntmnero de datos.



Tabla .5.

Polarizacidn de la fluorescencia del

con FITC cn presencia de nucledtido v Fa.

inhibidor marcado

Inhibidor EDTﬂfﬁTP
(1) {mi1)
1) 2.8 -
2) 2.8 10
3} 1.8 7-4
4) 2.8 ———
=) i.8 o=

Mg*ATP Fa
{mM) (pM}
———— 2

10 ———
7.4 2

Polarizacidn

0.2121+0.0C007
0.1773+0.0017
0, 1928+0.0010
. 2180+0.0004

0,.2277+0. 0007

80 registrd la polarizacidn de 1a

marcado

adicidn

cada 15 sedq.

y a los 6.7 v 10 min.

dur ante los

En

corresponden al promedio de 24 datoe.

&5

fluoresconcia del inhibidor

primeros 9 min después de la

todos los casos, las lecturas



segundos). Suponémos que lo anterior ke debe a gue en las
cnndic;oneég_de .esté experimento se tenia aprodimadamente wuna
mdlécula'de_inhibidpr pdr molécula de Fy, mientraz gque on el de

_'la_ftaﬁla'}3f?i§* relacién era de 2 moléculas de inhibidor por

ffmolé&ﬁ1é:de eh£imé1,_'EstQS-nuevas condiciones debieron favorecer
{ﬂhuapmgnﬁo_enila velocidad de la interaccién por ley de accién de

magas. .

g;fiméaf£aﬁte sefial ar que en ambos casos (figura 192 v tabla
 §), fi;:i;§émacidn del complejo encima-~inhibidore, s supohe  gue
iééfgbgiféyqrEcidé eeglin las constantos cindticas reportadas: ia
.:#;Jf;ﬁahéﬁanté fde disociacidn) reportads por Gdme-c—-Feoernindeco 1'%
 ;HgFﬁ£E€(Bb) es de 10-°M v de 2.6 2 10-"M la reportada por Fower vy
'_cdi.l (110) para el inhibldor enrdgeno reconstituideo on particul as
.;uhmitocundrialea carentes de inhibidor endégeno {(p=m—AS).

Los resul tados obtenidos en el presonte trabajo demuestran
que es posible obtener un derivado fluorosconte del  inhibider
natural de 1a ATFaza mikocondirial active tante con Fluwram
(figuras 10. i1 v 12), como con FITC {(figurx 18). Ambos permitcen
monitorear l1a asociacidon de las proteinas independientemente  do
la medida de actividad do la enzima, (=3} derivado de la
Fluorezcamina por cambios en 12 intensidad de 1a fluoroscencia
(tahl as 1 Vv 23 v ool do la flupresceina por cambios  en la

pelarizacidén (tablase 3 y 5, figura t9).

Ly

cadn 1oz rosul bades e:xpueslos, concluimos que la utilizacién
dee FITC para 1la obtencidn del derivado fluoresgente, ofrece
mayores ventajas que la de Fluram. For wrr 1ado, la dificultad

metodol duica  para reproducir el grade de marcajo tanto como  la

actiwvidad bl toria del derivado fluoreccente fa]=3 la

&b



fluorecamina {(Figuras 11 vy 12) colocan en desventaja a tste
reactivo mgr;adar-:cn respecto a la'fluorascéina. Mo obstanteo, la
estéﬁilidad. ﬁue presénta el deriwvado de Ia.fluareecamina al Ser
.almaégnaéb “a 'oéc (figura 14) ofrece una solucidén al probloma
p;anﬁeadd}ﬁ o

; Pnr. otrn lado, la fluoresceina ofrece la posibilidad de
pbténgr_ﬁn_dérivado fluorescente con las caracteristicas descadas
ﬁanfo cpn_respecfn a la fluorescencia, cuya intensidad o= de 5 a
1O, yeﬁeé;_mayur- que la de lozs derivados del fluram como a2 la
a?ﬁiﬁ{ﬁad' zinhibitnria, que puede preservarse totalmente
_ih&iﬁefﬁda (fFigura 18). El presente trabajo aparta sl esquema
metodol dgico optimicade para obtener  un derivado de 1a
-fluqreé;eina con tales caracteristicas (figura 7).

:Lﬁs resultados presentados en este btrabajo, demuestran que
egisté wna interaccidn rapida entre el inhibidor v la enzima, quo
s lleva a cabo on an lapso do tiempe menoe a 19 =egundos  en
condiciones adecuadas y que puede daetoctarse mediante 81 cambio
en la intensidad de la fluaoresceoncia del inhibidor marcado  con
fluorescamina (tabla 3} a bien mediante el tambio en la
polarizacion deo la flucrezcencia del inhibidor marcado con FITC
ttapbla 5.

El  aumento en 1a intencidard de 12 flanproeconcia choorondo
por la interaccidn del inhibidor marcado con fluorescamina,
sugicrre que el microambicente que rodeas al flurdforo cuando ol
inhibidor estd unido a la enzima of de una naturaleza mds  apaolar
que  cuando se encuentira el inhibidor en =zolucién. Esto parece

indicar que el o laos grupos lisina de 1a proteinza inhibidora

&7



mmdificadné:lﬁbr-'larfiuoréscaMina, se localizan en o carca del
sitio de fijaciﬂn -a 1a en-ima."

Cuandn :{Qﬁé_;:muestra 'fluorescente s oxcita por luz
bnlarizada, Ia luz emitida serid tambidn polarizada. Sin embargo,
.1a emisidn puede ser depolari ada por distintos fendmenos entre
lns que se cuenta 1a difusién rotacional de los Fflur6foros. Las
medidaa_ de pmlarihacién de estado ow stabxla, zon un promedio del
despla:amiento angular del flurofdro que ocurre entre Ia
absorcién y 1a subsecuente emision de un fotén.

- La digsminucidn de la polarizacidn de la fluornscencia dal
' inhibidor marcada con FITC tanto por cfecto de dilucidn, como por
la adicién de ERTA-ATP en el medioc sugierc que ambos (actores
aumeﬁtan-la movilidad dol inhibidor eon =oluecidn. Eseto podria ser
correlaclonadwu con 1a tandencia a forsar agregados n solucionos
acuosas cirentes de cales, que prespnta la proteina inhibidorasag
fendmene  previamente descrite por Flein ¢y col. (S5, Far el
contrario, ol attment o guo =0 ghrorva on la polarizacién do la
fluorescencia del iphibidor wmarcado con FITE al aFadir F,,
sugiere una movilidad mds restringida del flucréfo debida a 1a
unidn  do ambas probieinas. Cabe hacer notar que si los  arupos
lezina de 1a proteina inhibidora modificados por la fluorcsceina
s loralizarar on O Cor e del gitio de fijacion & la enzima,
cabhria esperar un mayor  aunenito oo ia polarizacidén de  1a
fluorezconcia por la interaccion que =i lo= arupos modificados se
lomalizaran lejanos al citio de fijacidn; siompre y  cuando no
ovistiara ta cauca ntrinsecs de dopola-izacidn cowmo [z}
movimiento local del fluordforo, independiente de la difu=zidn

rotacional der 1a profteina a 1a gue es2LlA unido. l-a magnitud del

HB



cambio de la polarizacidn del inhibidor marcado observade en
estn"tfabajo,ffﬁqdfia'égplicarse ﬁof'ia écurruncia de cualquiera
dq' égtps ;{énﬁﬁénbé-'e'_ihclusn de ambos. Los grupes lesina
mddifiéﬁdbs" édriiiélflﬁnkesceina puedeﬁ no  corresponder a  los
mDQi?i%?&Eétﬁéfi}é*flubheécaﬁiﬁa qu parece poco probable, ya gue
:éﬁriai'aéperér que émbos.reaccianaran caon los grupos lisina mas
'enpu95tps; qué'deﬁen ser los mismos en los 2 casos pucsto que el
har:é]e 52 ileva a tabo al mizmo pH. fFor- otro 1ladno, puede haber
depelarizacitn por libertad de rotacian del fluordforo unido a la
proteina, lo que disminuye la magnitud de los cambios obsorvados
ch la polarizacidn cuando disminuye 1la movilidad de la proteins
marcada. Eske ha demostrado ser ol case on otras  proteinas
marcadas con fluoreszceina (138),

Es intereszante sefialar que la velocidad de interazecidn entre
las proteinas detectada mediante el aumoento on la polarisacidn de
la fluorescencia o2l inhibidor marcado con FITC = incrementd en
condiciones de hidrdlisis lenta (EDTA-ATP) cuando la relacidn de

diazminuyed de 2:1 a 1314, (tablas T vy 5

o
iw

inhihidorsenzima
respectivamente) lo que eqguivale o aumentar loz sitias de
Fijacidn para ol inhibidor. Estp domusslirra que oc posible
manipular en el Liewopo 1a intoraceidn primsaria queo zucede ontro
ambazs proteinas v tener 251 la reaccién "er camara lenta.

Por altime, U Sdisewaricnlhe sefalar l1a  lmportanciz do 1a
ohlencion de wn dori-cade fluoroscentie de la proteina inhibidora.
La dntoraccidén primarias que =e produce entre el inhibidor vy 12
chtimz: on condiciones de asociacidn, no ha zido caracterizada

coma tanpaco la dicociacidn por activacidn de la enzima. A epste



respecto, se desconoce adn el sitio al que es desplazado el
inhibidor, s decir si ewiste un =itio ne inhibitorio o 1a
enzima, como ha sido sugerido per frabajcs previos vy actualps [ 1)
nueetfc.grupo de trabajo.

For otro lado, no se cuenta con informacidén acerca de ia
ubicacién del sitio inhibitorio de 1a proteina inhibidora sobre
la enzima. Es posible deteorawinar la cercania que existe ontre
as=te y el =itia cabtalitico de 1la enzima w okros sitiow
cspeci ficos de ¢sta en los que se pucdan unir reactivos
fluorescentes capaces de btransferir energia  singulete-singulete

zon la fluoresceina.

.70.
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