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RBSUJIBI 

La actividad hidrolttica de la H•-ATPaaa aitocondrial ea 

afectada por distintas·concentracione& del detergente Lauril 

diaetilaaino &xido <LDAO>. Bl LDAO puede modificar la actividad 

de ATPaaa de aiateaaa asociados con la proteina inhibidora end6-

gena o agregada, ya sean particulas subllitocondrialea, 

extractos de Trit6n X-100 de particulae o la P, soluble con 

inhibidor. Sin embargo, taabi6n afecta la bidr6lisis de sistemas 

carentes de la proteina inhibidora, como son las particulaa 

submitocondrialea de Klein o los extractos de Trit&n X-100 deri-

vados de las mismas. Bn contraste, la actividad hidrolitica de 

la P1 soluble no es modificada por el detergente. 

Se sugiere que, ademas de la proteina inhibidora, la activi

dad hidrolitica de la F1 es controlada por interacciones entre 

subunidades, incluyendo las del canal P,. 
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IITRODUCCIOI 

Todas las actividades que realizan los seres vivos coao el 

crecimiento, la reproduccl&n, el desarrollo y la evolucl&n son 

procesos endergónlcos cuya realización depende de que esttn aco

plado• a una fuente de energla. Las fuentes primarias de energla 

para los seres vivos son la energia libre de muchas transfo1'11a-

clones qulaicas y la luz solar. La bioenergttica se ocupa, 

precisanente, de estudiar los mecanismos por los cuales la ener

gla proveniente de la oxidación de sustratos o de la absorción de 

luz se conserva de manera aprovechable principalmente en forma de 

ATP <1, 2>. 

Casi todas las enzimas responsables de la sintesls del' 

ATP se encuentran asociadas a algen tipo de membrana, como son la 

aeabrana plasm&tica de bacterias y cianofitas, la membrana inter

na de la aitocondria y la membrana tilacoidal de cloroplastos. 

Estas enzimas llamadas ATP sintetasas e_stln acopladas a la serie 

de enzimas de la cadena respiratoria que ca~alizan la trans-

terencla de electrones provenientes de diferentes sustratos 

hasta distintos aceptores como el oxigeno <1, 2>. 

Da acuerdo con la hipótesis quimlosmótlca de Mitchell 

<Kltchell, 1961>, la energia liberada por la cadena respiratoria 

se transforma y almacena como un potencial electroquimico de 

protones, '1r1t que la ATP sintetasa utiliza para formar ATP. 

La oxidación de moltculaa orgAnicas provoca un flujo de elec

trones acompaftado por un movimiento unidireccional de H• a travts 

de la membrana. Como resultado se genera un gradiente de pH 
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<6pH> y de potencial el6ctrico <61> a través de ella. Bl flujo de 

loa ff• en el sentido opuesto al inicial genera la energia necesa

ria para la alntesie del ATP catalizada por el complejo ATPasa 

<1-4>. 

BSTRUCTURA DB LA ATP SllTBTASA 

La ATP sintetasa de bacterias, cloroplastos y aitocondrias 

opera fisiolOgicamente tanto en la producciOn del ATP durante la 

fosforilacion oxidativa como en la generacion de un potencial de 

H• mediante la hidrolisis del ATP <5>. EstA formada por dos 

regiones, una soluble llamada F1 y un sector membranal, P,. Por 

esta razon se le ha llamado F.Fo-ATPasa 

SECTOR P1 

La P1-ATPasa soluble puede liberarse de las membranas al 

tratarlas con anortiguadores de baja fuerza iOnica que no contie

nen Jlg¡ al reconstituirla en las membranas originales se recupera 

la actividad de fosforilacion oxidativa, por lo que desde 1960 se 

le llano factor de acoplamiento o F1 (6), 

La P1 se encuentra en la superficie interna de la membrana 

pla6J1Atica de las bacterias o en el lado de la matriz de la 

membrana interna de las mitocondrias. La microscopia electrOnica 

la revela como una particula globular de unos 95-100 i que se 

proyecta de la membrana mediante un tallo <7> 1 teniendo sus 

subunidades arregladas de modo hexagonal <8>. 

3 
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Bl peso aolecuiar de la P1 se ha determinado por a6todos 

de ultracentrifugaci&n, por filtraci&n en gel y con geles de 

poliacrilaaida con SDS, y todas l.as preparaciones estudiadas 

tienen un peso molecular aproximado de 360, 000 <9>. 

Beta formada por 5 clases de subunidades, oc , p , r , ~ Y E. 

cuyos pesos moleculares estan alrededor de 55 000, 50 000, 

31 000, 1~ 600 y 15 000, respectivamente <10>. Aunque algunos 

estudios sugieren una estequiometria de ~'f'~~L <11> la 

11ayoria favorecen la proporci&n oe, ~· r 6 E. • Los experimento que 

se basan en marcajes lft YlH con "C, creciendo células de !.:.. . 

Eill en presencia de aminoácidos marcados con "C y midiendo la 

distribuci&n de la radioactividad en las subunidades de la P1 

purificada < 11 > , apoyan la estequiometria o<,~·~ bE, , Bn algunos 

experimentos de reconstituci&n de las subunidades aisladas se ha 

obtenido la m&xima actividad de ATPasa con las cantidades equimo-

lares ()(.~~~ ~ & €. ( 12 >, pero otros experimentos de reconsti tu-

ci&n han indicado que la estequiometria es 

Bl an&lisis de grupos sulfhidrilo apoya la relaci6n ~1f1~6~ 

ya que se obtienen 3 grupos -SH para un peso molecular de 

380 000 en la P, de la bacteria termofi lica PS, y se sabe que la 

subunidad OC es la ftnica que contiene cisteina <15>. Utilizando 

la modificaci6n quimica covalente con DCCD o con "C-DCCD que se 

une especificamente a una subunidad ~ 1 Satre et al. <99> tambi!n 

han concluido que la estequiometria es IX,~,~ 6& • Adem&s·1 

debido a la homologia de las secuencias del DNA de la subunid~d 

de la Pi de mitocondrias de coraz~n de res, la de !:.. ~··y la 

de cloroplastos, se ha propuesto que todas estas enzimas tienen 
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la estequio•etria 

laree <10>. 

"'i~t~bi , con pesos •oleculare& •uy si•i-

Bstudio& sobre las funcione& de las subunidade& de l~ Fa 

De las 5 subunidade& de la F1 solamente ti.. y ~ tienen la 

capacidad de unir nucleótidoa <10,16>, habiendo un total de 6 

sitio&, tanto para la Fa de L. coU como para la F1 mi tocondrial 

<16~ 17). Para la caracterización de estos sitios se han utili

zado an&logos quimicos del ATP y el ADP, o bien, derivados foto

activable& como el 8-azido ATP o el 8-azido ADP <16, 18>; la 

modificación localizada del sitio catalitico con inhibidores 

especifico& de un solo amino&cido de la subunidad ~ , como por 

ejemplo, el DCCD o el BBD-Cl <19-21>¡ y los estudios de reconsti

tucion donde se observa que solamente los complejos que contienen~ 

son capaces de hidrolizar el ATP <10>. 

Estos 6 sitios de union para nucleotidos se han dividido 

en 2 clases: aqu6llos que unen fuertemente ADP o ATP y por lo 

tanto no son cataliticos, y aqu6llos que los pueden recambiar con 

los nucleOtidos del medio, llevando a cabo la hidrOlisis o la 

sintesi& del ATP <16-18>. Sin embargo, una interpretaciOn alter

na es que alguno o todos estos sitios se encuentren en las 

interfases de las subunidades oC y ~ <22, 23> y que algunos de 

los sitios que unen fuertemente a los nucleOtidos puedan ser 

cataliticos <23, 24). 

Por otra parte se sabe que cuando ~ o ~ aislada& unen 

nucleotidos sufren cambios conf ormacionales que afectan a todo el 

sector F. y que pueden detectarse por cambios en su coeficiente 
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de sedimentacien <25>, por modificaciones en su patren de diges

tien con tripsina <26>, o por alteraciones en la fluorescencia de 

compuestos como el 8-anilinonaftaleno-1-sulfonato (27> o la auro

vertina <28, 2g>, 

La infonaacien que se tiene sobre las posibles funciones 

del resto de la subunidades de ~ proviene principalmente de 

experimentos de reconstitucien de la F, de !:. !22!! o de otras 

bacterias que se desagregan con sales caotr6picas, o bien, de 

estudios con mutantes gen6ticas carentes de alguna subuntdad 

(10). 

La subuntdad ~ se requiere para el ensamblaje del comple

jo ATPasa junto con ~ y ~ < 13> ¡ este complejo «~ t puede 

reestablecer la fosforilacien oxidativa en membranas carentes de 

F1 <30>. Se ha dicho que es la subunidad organizado~a del com-

plejo y que puede comportarse como puerta para los ff• que provie

nen de Fe <31 >. 

Solamente el complejo «~~6~ puede unirse a las membranas 

carentes de F1 por lo que se ha sugerido que 6 y E.. constituyen 

el contacto entre oe~ ~ y el sector Fo y pueden tener infl uencta 

en la transferencia de energia entre Fo y F1 <13, 32, 33>. Ade

m,s, en el caso de !:. .Q.!tl! y de cloroplastos, la subunidad 

l es un potente inhibidor de la actividad ATPasa de la F1 purifica

da C34 1 35) 1 propiedad que se tratar& mas adelante. 

SECTOR Fe 

La porción F, o sector membranal facilita la translocaci6n 

6 
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pasiva de protones a travts de la membrana y es repon&able de la 

actividad ATPasa acoplada a procesos energttico&, lo que &e ha 

podido comprobar por estudios de reconstituci6n del complejo 

F,F,-ATPasa en liposomas <36,37). 

La porcien Fe de !:. Q2!1 posee 3 subunidades, a, b y e 

cuyos pesos moleculares son 24 000 1 19 000 y 8 500 respectiva

mente <10> con una estequiometría de a1bac1o sugerida por estu-
/ 

dios de incorporaci6n de "C-glucosa y •s-sulfato <38>. Para la 

Fe mi tocondrial la estequiometda sugerida es de a,bic. debido 

principalmente a marcaje con uc-DCCD <ver m!s adelante> <39), 

La forma dimtrica de b ha sido indicada por experimentos con 

entrecruzadores <40>. 

La actividad de ATPasa del complejo F1Fo y la permeabili

dad a H• de membranas carentes de F1 pueden ser inhibidas con el 

DCCD que reacciona irreversible y especificamente con un residuo 

de amino!cido de la subunidad c <41>. A esta subunidad que une 

DCCD tambitn se le conoce como proteolipido, debido a su solubi

lidad en clorofonno/metanol, aunque no contiene lipidos unidos 

covalentemente. Si el proteolÍpido aislado se.incorpora en lipo

somas, tstos adquieren la propiedad de conducir H• y dicha 

conducci6n se puede inhibir con DCCD (42-45), 

Los estudios sobre la conformaci6n del proteolipido dentro 

de la membrana se han logrado utilizando el dicroismo circular y 

han revelado que 1 en el caso de !:_ coli, contiene un 75% de 

hellce y un 20% de ~ -plegada < 46 > ¡ en Neurospora crassa no se 

detect6 ~-plegada <47). 

7 



OTRAS SUBUIIDADBS DBL COIPLBJO P1Fe-ATPasa 

Existe otra serie de subunidades que constituyen a esta 

compleja enzima y cuya localizaci&n se encuentra entre el sector 

catalitico y el sector membranal¡ por esta raz6n se les conoce 

como factores del cuello o de acoplamiento. 

Bn 1968 le Lennan y Tzagoloff purificaron de la mitocon

dria una subunidad que teni_a la propiedad de hacer sensible al 

complejo F,F, al antibi&tico oligomicina, por lo que se le conoce 

con el nombre de proteina que confiere la sensibilidad a la 

oligomicina, o bien, OSCPi aparentemente constituye uno de loe 

péptldos que unen F, con Fe < 48, 49), 

Utilizando ''C-OSCP o el derivado fotoactivable azido-

OSCP, se ha concluido que en la F1 existe un sitio de alta 

afinidad para OSCP y que ésta interact~a tanto con la subunidadOc. 

como con la ~ <50,51>, pero, al parecer, en el complejo F,P. 

solamente estA·en contacto con la subunidad ~ y se une débilmente 

al.sector F,. Probablemente su función es asegurar la uni6n F1-F1 

(52>. 

Bl factor 6 o F, también interviene en la uni6n de la F, 

con el canal Fo y tiene la propiedad de reestablecer las reac

ciones acopladas a energía en complejos membranales tratados con 

silicotungstato o tripsinizados(53, 54>. 

Otro comoponente que estimula reacciones acopladas a ener

gla, como el recambio 12P1-ATP, es el factor B o F,¡ es uno de 

los componentes mitocondriales que contienen grupos tiol esen

ciales para la fosforilaci6n oxidativa, ya que, al parecer, se 
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requiere para la transferencia de energia desde y hacia la F.
ATPasa <55, 56). 

Proteína inhibidora <IJ11 ) 

Bn 1963, Pullman y Monroy descubrieron que en la mitocon

dria existe una proteina que inhibe la actividad ATPasa de la F. 
<5'1>. Bs una proteina 4cida, estable al calor, con un peso 

molecular aproximado de 10 500 <58>. 

Adem4s de la hidrOlisis inhibe otras reacciones dependien

tes de ATP, como la reducci6n de NAO- y la transhidrogenasa 

dependiente de ATP <59) y, en menor grado, también inhibe la 

reacci6n de recambio 12P1-ATP C60, 61), Por su intervenci6n en 

todas estas reacciones se ha sugerido que esta proteina es uno de 

los principales factores reguladores del complejo ATP sinteta

sa/ATPasa, 

Utilizando inhibidor marcado radioactivamente, o bien, con 

derivados fotoactivables, se ha detectado un sitio de uniOn de 

alta afinidad en la Fa que, adem4s, coincide con ser el sitio de 

inhibiciOn <62, 63), La proteina inhibidora se une exclusivamen

te a la subunidad ~ con una estequiometria cercana a 1 C64, 

65), . por lo que el sitio de alta afinidad debe encontrarse en o 

muy cercano a una de las 3 subunidades ~ Adem!s, como se 

comporta como un inhibidor no competitivo se piensa que no se une 

a la· subunidad r catalitica sino, probablemente, a una hipotéti

ca reguladora <66), 

Como la subunidad E. de bacterias y cloroplastos tiene la 
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capacidad de inhibir a la F,-ATPasa se ha sugerido que puede 

tener un papel similar al inhibidor mitocondrial, ya que si estas 

enzimas, con actividad latente, se tratan con calor o se tripsi

nizan <procedimientos que inactivan a g >, aumentan su actividad 

de ATPasa <68-70, 34, 35>. Sin embargo, a diferencia del inbi-

bidor mitocondrial, ~ es una subunidad endógena y, como ya se 

ha mencionado, estando aislada puede inhibir la actividad de ATPasa, 

aunque este fen6meno es independiente de la presencia o la ausen-

cia de la subunidad f, en la F1 , Por esta razón, el equiparar 

al inhibidor natural de la F1 mitocondrial con la subunidad & 

de bacterias todavia es tema de discusi6n. 

EL USO DB LOS DETERGENTES EN BL ESTUDIO DEL COMPLEJO F1Fo-ATPasa 

Los detergentes no solamente se.han utilizado para extraer 

y purificar al complejo FaFo-ATPasa sino que también han sido una 

herramienta para ayudar a comprender su estructura y la posible 

regulación de sus reacciones cataliticas, gracias a los trabajos 

que se basan en el estudio de las interacciones entre diferentes 

detergentes con la proteina. 

En general, se sabe que muchas proteinas con cierto grado 

de hidrofobicidad poseen sitios de unión de alta afinidad que Ge 

-: saturan con concentraciones bajas de algt.m detergente. Al aumen-
' 

1 
tar la concentracl6n 1 la unión del detergente a la proteina 

empieza a ser cooperativa y es acompanada por cambios conforma-

cionales de la proteina. Estos cambios conformacionales pueden 

provocar la exposicion de grupos hidrof ohicos que estaban "escon-

10 
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didos" cuando la proteina se encontraba en un medio completamente 

acuoso <71>. 

Bn esta sección se revisar&n algunos resultados de traba

jos relacionados con la interacción de distintos detergentes con 

el sector F,, tanto soluble como membranal, de diferentes siste

mas: bacterias, cloroplastos y mitocondrias. 

Bl factor de acoplamiento F, de cloroplastos <CF.> es una 

Ca2•-ATPasa de actividad latente. Su actividad puede aumentar si 

se le dan tratamientos con calor (72), con ditiotreitol <73>, con 

proteasas <74>, con solventes org!nicos <75-77> o con detergentes 

(78, 80). Una vez activada, CF1 hidroliza ATP en presencia de 

Mg2• pero no en presencia de Ca2•. El detergente neutro octil-

gluc6sido puede aumentar la actividad Mg-ATPasa o Ca-ATPasa de 

CFi, dependiendo de las condiciones de incubaci6n <78), Por 

arriba de su CMC <15 mM> activa a la Mg-ATPasa y si se diluye por 

abajo de su CMC activa a la Ca-ATPasa. Esto sugiere que el 

dete1·gente puede modificar reversiblemente las propiedades cata-

11 ticas de CF,, sugerencia apoyada, adem6.s 1 por estudios cinéti

cos en los que se observa que en la CF1 activada con octilglucó

sido disminuye el efecto inhibidor del Mg2• libre <78>. 

Utilizando el detergente Lauril-dimetilamino-6xido <LDAO>, 

Montero-Lomelí y Dreyfus <79) también observaron que el detergen

te cambia los requerimientos de cationes de la H•-ATPasa, en este 

caso, de Rhodospirillum rubrum. Mientras la enzima está en 

solución se comporta preferentemente como una Ca-ATPasa, pero en · 

presencia del deter·gente mejora su actividad de Mg-ATPasa. 

Seg~n los trabajos de Yu y Mac Carty (80) uno de los pasos 
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clave de estas activaciones es la renoci6n de la eubunidad ~ 

cuando CF, se pone en contacto con alqullglucosidoe, aunque para 

la expresion de la actividad Mg-ATPasa es necesaria la presencia 

del detergente. Si la cadena hidrocarbonada del detergente es de 

9 6 10 carbonos se remueve también la subunidad 6 de CF,. 

Lotscher y colaboradores <81> observaron que la F1 de ~ .QQ.!!, 

BCF, o BCF,Fo, también aumenta su actividad hidrolitica en 

presencia del detergente LDAO. El LDAO en una concentraci6n 

activadora libera a ECF1 de Fo como una enzima de 4 subunidades, 

o<., ~ , 0 Y & • Sin embargo, la actividad de la ECF, aislada es 

prActicamente la misma que la de ECF1Fo 1 lo que indica, segtln los 

autores, que no es solo la separaci6n de ECF1 de Fo y la pérdida 

de S lo que incrementa la actividad de ATPasa. Ellos sugieren 

que debe haber un rean·eglo estructural de ECF1 , basando su 

hip6tesis en los experimentos donde se observa una disminuciOn 

del entrecruzamiento entre ~ y & cuando est& presente el 

detergente. 

De modo similar, Norling (82>, Andreu y Mufioz<83) y Molli

nedo y colaboradores <84> también han sugerido que el efecto de 

los detergentes sobre la F1 puede deberse a cambios en las inter-

acciones hidrofObicas de la molécula de enzima. Norling <85) 

mostro que los detergentes colato y desoxicolato pueden activar a 

la F,-ATPasa <TF,> de la bacteria temofilica PS,, que tiene la 

particularidad·de no alcanzar su actividad mAxima sino hasta los 

75-C. Estos 4etergentes ani6nicos 1 a 300C, pueden activar a la 

TF1-ATPasá hasta actividades similares a las que posee estando a 

75-C¡ se propone que estos dete1·gentes inducen una conformacion 

en la enzima que le permiten alcanzar estas actividades hidroll-

12 
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ticas. 

Por su parte, Andreu y luftoz <83> y lollinedo et al. <84) 

han •ostrado que las subunidades o< y ~ aisladas o la F,-ATPasa 

completa de Xicrococcus lysodeikticus interaccionan con detergen

tes marcados radioactivamente, como el desoxicolato o el octil

gluc6aido, lo que sugiere, como se mencionó antes, que esta 

enzima contiene dominios hidrofObicos que se hacen evidentes con 

la presencia del detergente. 

En el presente trabajo <86> se estudia el efecto del LDAO 

sobre la actividad de ATPasa de la F1 mitocondrial, tanto en 

solucion como incluida en membrana. Los resultado& muestran que 

los efectos del detergente sobre la hidrOlisis en los diferentes 

sistemas son dependientes del contenido de inhibidor natural en 

las preparaciones y de la presencia del canal Fo y que, adem&s, 

el detergente puede modificar ciertas caracteristicas cataliticas 

de la enzima. 

Parte de la infonnaciOn de los reportes anteriores y de 

este trabajo se encuentra resumida en la tabla l. 
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MATERIALES Y METODOS 

. 1. PRBPARACIOIBS BIOLOGICAS 

a> Aislamiento de mitocondrias 

Las mitocondrias se aislaron por el metodo de L6w y Vallin 

(87). Se parte de corazones de res frescos, mantenidos a 4-C. 

Se elimina la grasa y el tejido conjuntivo y una vez molidos se 

suspenden en sacarosa 250 mM, EDTA 15 mM, Tris 5 mi, pH 7.4 en 

una cantidad aproximada de 200 g de carne por cada litro de 

buffer. La suspensi6n se homogeneiza en una licuadora industrial 

durante 1 min, manteniéndose el pH de 7.4 con adiciones de una 

soluci6n saturada de Tris. Las etapas de centrifugaci6n se 

pueden resumir con el siguiente esquema: 

Homogenado 

1 650 x g, 10 •In 

sobrenadante preciiitado 

l (células enteras y 
n~cleos) 

se filtra por 2 capas de gasa 

1 14, 000 x g, 10 min 

sobreAadante preciiitado 
1 

se resuspende con sacarosa 250 mi, 
Tris 5 mM, pH 7.4 

14, 000 x g, 10 min 

s9bre adante precipitado 

. 1 
mitoc~ndrias mitoc!ndrias 

ligeras pesadas 

15 

• ! 
l 

1 
1 



Las fracciones de mitocondrias ligeras y pesadas se sepa-

ran por decantaci6n. Se resuspenden con sacarosa 250 mi, Tria 5 

111, pH 7.4. Se almacenan a -70-C hasta su uso. 

b> Preparaci~n de partículas submitocondriales 

- Particulas submitocondriales de Mg-ATP 

Se prepararon seg~n el método de Lee y Ernster <88>. 

Las mitocondrias pesadas se diluyen a una concentraci6n 

de proteina de 20 mg/ml con sacarosa 250 mM, ATP 1 mM, MgCl, 15 

mJ(, Se sonican en fracciones de 20 ml durante 4 períodos de 45 s 

con 2 Amp en un sonicador MSB 30542. Bl vaso con las fracciones 

se mantiene durante el tratamiento en un bano de agua y hielo. 

Las mi tocondrias asi tratadas se centrifugan a 4°C durante 15 min 

a 15, 000 x g. El sobrenadante se vuelve a centrifugar, esta vez 

durante 60 min a 1~0, 000 x g. Bl precipitado, que contiene las 

particulas submitocondriales, se homogeneiza con sacarosa 250 mM, 

Tris 5 mM, pH 7.4. 

La principal caracteristica de estas particulas es que 

tienen una actividad hidroli ti ca aproximada de O, 5 pmol min·1mg·1 

debido a su alto contenido de proteina inhibidora. 

- Pa1·Uculas submi tocondriales de Klein 

Para preparar estas partlculas, cuya caracteristica es su 

bajo conteniao de proteina lnhibidora end6gena <actividad hidro-

litica aproximada de 6 pmol min-1 mg-1) se sigui6 el método de 

Klein et al.<89>. 

16 



Las •itocondrias se diluyen a 20 mg/ml con un medio que 

contiene KCl 250 Jll, sacarosa 75 d, BDTA 2 d, Tris-SO. 30 mi, 

pH 8.0. Se sonican del mismo modo que las particulas de lg-ATP. 

Las aitocondriaa sonicadas se centrifugan a 15, 000 x g a 4-C 

durante 15 nin. Bl sobrenadante se incuba a 30-C durante 1 h y 

posteriormente se centrifuga durante 45 min a 100, 000 x g, Bl 

sobrenadante de esta segunda centrifugacibn se guarda a -70-C y 

se utiliza para la purificacibn de la protetna inhibldora <ver 

m!s. adelante>¡ el precipitado se resuspende con sacarosa 250 mX, 

Tris-Cl 5 mi, pH 7.4. 

- Particulas submitocondriales de EDTA <90) 

Se disuelven las mitocondrias a una concentracibn de 20 

mg/ml de proteina en un medio de sacarosa 250 mX, EDTA 2 mX. Bl 

pH se ajusta hasta 8.7 con adiciones de una solucibn saturada de 

Tris. Se sonica de la misma forma anteriormente indicada. Se 

centrifuga a 4-C durante 15 min a 151 000 x g . Bl sob1·enadante 

se centrifuga a 4°C du1·ante 45 min a 100, 000 x g, Este segundo 

sobrenadante se descarta y el precipitado se resuspende con un 

pequeno volumen de sacarosa 250 mX. Se ajusta la concentracibn 

de proteina a 10 mg/ml¡ esta solucibn se vuelve a sonicar por un 

periodo de 50 e en un bano con agua. Todos los pasos siguientes 

se realizan a 25-C. La solucibn de particulas sonicadas se 

centrifuga nuevamente a 100, 000 x g durante 45 min y el precipi-

· tado se resuspende con un volumen pequeno de sacarosa 100 ... 
Estas particulas submitocondriales son las que se utilizan 

para la purificacibn de F1 , como se describe a continuacibn, 
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c> Purificacien de la F, mitocondrial 

B~ta proteina se purifico se¡~n los métodos reportados en 

laa referencia• 90 y Ql.con algunas modificaciones. 

Laa particulas submitocondriales de BDTA, resuspendidas en 

sacarosa 100 1111, se llevan a una concentraciOn de 30 m¡/ml con un 

medio que contiene sacarosa 250 mJl, ATP 4 mi, EDTA 2 mi, pH 7.4. 

Bl pH de esta suspension se ajusta a 9.2 agregando 111,0H l 1 y se 
1 

deja incubando durante 12-15 h a 25-C. Después de esta incubaciOn 

se reajusta el pH a 9.2. Las'particulas asi tratadas se sonican 

durante 10 min, cuidando que la temperatura no sobrepase loa 

40-C. Se centrifuga durante 45 min a 100, 000 x g y el pH del 

sobrenadante se lleva a 5.4 con Acido acético 3 l. Inmediatamen

te después se centrifuga 5 mi~ a 15, 000 x g y el pH del sobrena

dante se ajusta rApidamente a 8.0 utilizando una soluciOn satura

da dé Tris. 

Este sobrenadante, donde se encuentra la F,, se pasa por 

una columna de sefarosa hexilamonio <3 x l cm>, previamente 

equilibrada con medio de ATP que contiene sacarosa 100 mK, ATP 4 

mi, EDTA 2 mK, pH 8.0 <91>. La columna se lava con 60 ml del 

medio de ATP y posteriormente la proteina retenida se eluye 

adicionando KCl l X al medio de ATP. 

Las fracciones con actividad de ATPasa <ver secciOn de 

Técnicas) se precipitan al 501 con una soluciOn saturada de 

sulfato de amonio. Después de incubar 30 mina 4-C se.centrifu-

gan durante 15 min a 15 000 x g, Finalmente, la proteina preci

pitada se resuspende con el medio de ATP y se agrega l volumen de 
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aolucien saturada de sulfato de amonio, dejando una concentracien 

aproximada de proteina de 5-7 mg/ml. Se almacena a 8-C. 

Pa con inhibidor end6geno.- Bl complejo Fa-IF1 preparado segen 

el metodo reportado en la ref, 114, fue donado amablemente por 

Rebeca Jaloma del laboratorio del Dr. G6mez-Puyou. 

d> Preparacien del inhibidor natural de la ATPasa 

Se sigui6 el método de Horstman y Racker (92> modificado 

por Klein et al. (89>. Los pasos de purificaciOn son: 

1. Se inicia con los sobrenadantes provenientes de la prepara

ciOn de las particulas de Klein. A cada 100 ml de estos sobrena

dantes se les agregan 29 g de sulfato de amonio, agitando lenta

mente durante 25 min y manteniendo la temperatura a 4-C. 

2. Se centrifuga durante 10 min a 15, 000 x g, A cada 100 ml 

del sobrenadante de esta centrifugaci6n se le agregan 19.4 g de 

sulfato de amonio y se agita y centrifuga como se describio en el 

paso anterior. 

3, Bl precipitado se resuspende con 7 ml de sacarosa 250 nJI 

por cada gramo de proteina mitocondrial inicial, 

4. Una vez resuspendido y manteniendo la temperatura a 4-C se 

precipita con Acido tricloroacético al 50% <6 ml de Acido por 

cada 70 ml de la soluciOn anterior>, e inmediatamente después se 

centrifuga durante 5 min a 15 000 x g, 

5, Bl precipitado se homogeneiza agregando 5.ml de agua bides

tilada por cada 7 ml de la solucion del paso ntlmero 3. 

6. Se ajusta el pH a 5.0 haciendo adiciones de una soluciOn 1 
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1 de KOH y se centrifuga 5 min a 15 000 x g. 

7. Bl pH del sobrenadante se ajusta a 7.4, adicionando nueva-

mente de la soluci6n de KOH 1 l. Se agrega sacarosa suficiente 

para obtener una concentraci6n de 250 mJ(, 

8. Se agrega sulfato de amonio a una concentraci6n de 0.83 1, 

ajustando la conductividad de la soluci6n. 

g, Se agita en bailo de hielo y se precipita con etanol al 95S, 

agregando 1.7 al de alcohol por cada mililitro de soluci6n. Se 

centrifuga 5 min a 15, 000 x g y el precipitado se homogeneiza 

con sacarosa 250 mJI, Tris-SO, 10 mJI, pH 7.4 <0.4 ml por cada 

gramo de mitocondria inicial). Bl etanol se evapora a temperatu

ra ambiente con una bomba de vacio. 

10. La solucl6n resultante se calienta en bailo Maria hasta 

85-C durante 3 min, agitando constantemente, 

se centrifuga durante 20 min a 100 000 x g. 

Una vez enfriada, 

11. Bl aobrenadante se dializa contra Tris-Cl 5 mJI, pH 7.4¡ se 

liofiliza y se almacena a -70-C. 

e> Preyaraci~n del complejo F1Fo en extractos de Tritén X-100 
(66 . 

Estos extractos se preparan partiendo de partículas de Mg

ATP 1 o bien, de particulas de Klein. Las particulas submitocon

driales se llevan a una concentrac16n de 3 mg/ml con sacarosa 

150 lllM, EDTA 2 lllM, pH 7.4. La extracci6n se hace a temperatura 

ambiente agregando un volumen de una soluci6n de Trit6n X-100 al 

O.SS La mezcla se centrifuga inmediataJ11ente durante 30 min a 

100 000 x g¡ el sobrenadante es la fracci6n que se utiliza para 
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loa experimentos que ae describen en Reaultadoe. 

2. TBCIICAS UTILIZADAS 

Cuantificacien de proteinae 

a> l6todo del biuret 

Se siguió el m6todo descrito en la ref. 93 para cuantifi

car la proteina de las mitocondrias y de las particulas submito

condrialea. 

A una fracción que contenga de 1 a 2 mg de proteinas se le 

agregan 0.2 al de desoxicolato de sodio al 11 1 0.8 ml de agua y 

2.0 ml de una solución que contiene colato de sodio al 41 1 NaOH 

al 101 y CuSO. al 11 Despues de agitar e incubar durante 15 min 

se lee en el espectrofottimetro a 540 nm contra un tubo "blanco" 

sin proteinas. Para la curva est4ndar se utiliza una solución de 

albmnina de bovino. en la cual 1 mg de alb~mina produce una 

absorbancia de 0.085. 

b> K•todo del azul de Coomassie 

Bl m6todo de Bradford <94> se utilizó para cuantificar las 

proteinaa del mater.ial soluble y es vAlido hasta para 10 pg de 

muestra. 

La solución colorante se prepara agregando 100 mg de azul 

de Coomassie.a 50 ml de etanol al 951¡ se mezcla con 100 ml de 

acido fosfórico al 851 y se lleva a 1 1 con agua. Se filtra y se 
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conserva a 20'C en un frasco 4Jlbar. 

Do& •ililitro& de esta &oluci6n se adicionan a la muestra 

de protetna y despues de 2 min se lee en el espectrof ot6aetro a 

595 u. Para la curva est&ndar se utiliza albmaina de bovino. 

Para las muestras que contienen detergentes se agrega la concen

traci6n correspondiente en lo& tubos de la curva est6ndar, para 

aai evitar posibles interferencias. 

Preparaci~n de t-:aP-ATP 

Se utiliza :ap proporcionado por New England Nuclear para 

sintetizar ~-»P-ATP seg~n el metodo de Glynn y Chappell <95>. 

Cinco mCi de :ap se dejan reaccionar durante 60 min a 26-C con 

la siguiente mezcla de reacción: Tris-Cl 50 mi, pff 8.1, MgCl1 6 

111, cisteina 2 mi, 3-fosfoglicerato 1 mi, ATP 5 mK, NADH 0.4 mi, 

BGTA-K 1 nJI, 0.1 al de ~ -mercaptoetanol, 200 pg de gliceralde

hido 3-fosfato deshidrogenasa y 140 pg de 3-P-gliceratocinasa. 

Una vez incubado se a~aden 50 ml de etanol y se agregan otros 10 

al de etanol al 171 al tubo de reacción, Se evapora el alcohol 

eón una temperatura m4xima de 40-C y se pasa por una columna de 

3,5 x 0.5 cm que contiene 1 g de resina AG lx8 <Bio-Rad). Se 

carga la columna despues de filtrar el liquido a traves de papel 

Yhatman 1, lav4ndolo con 10 ml de agua, Para eliminar de la 

columna el AKP, el ADP y el P1 se eluye con 40 ml de NH1Cl 20 mi 

en HCl 0.02 I¡ se lava con agua para eliminar el llffa• y finalmen

te el ~ -»P-ATP se suelta con HCl 0.25 J, Este volumen <de 15-17 

-•l> se colecta en hielo y se le ajusta el pff a 6.8 con una 

&oluci6n 1 X de Tri& <de 3 a 3.4 ml>. 
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Cuantificacien del fosfato liberado 

La actividad hidrolitica tanto de las particulas submito

condriales co•o de la enzi•a sol ubU izada <Fa o extractos de ' 

Trit6n) se cuantific6 por el •Pa liberado a partir de una ali

cuota de ~ - 11P,-ATP presente en el medio de hidr6Usis. A 0.7 

al de la muestra <ver m&s adelante> se le adicionan 1.0 al de 

agua, 0.3 ml de acetona y 1.0 ml de reactivo de molibdato <5 g de 

heptamolibdato de amonio, 40 ml de &cido sulf~rico 10 1 y agua 

hasta completar 100 ml>, con lo que se forma un complejo de 

fosfomoUbdato, soluble en solventes org&nicos. Despues de-agi

tar, se agrega 1 ml de acetato de butilo y se agita en un mezcla

dor Vortex durante 2 min¡ se centrifuga 2 min a 1, 500 rpa para 

separar la fase org&nica de la fase acuosa. Se coloca una mues-

tra de 0.4 ml de la fase org&nica en un papel filtro <2.5 x 8.0 

cm> que, una vez seco, se cuenta en viales que contienen la 

mezcla de centelleo de Bray <5.5 g de PPO, 0.125 g de POPOP y 

tolueno para completar 1 l>. 

ref, 96, 

Este metodo est& reportado en la 

La presencia de detergentes en las muestras, en las 

concentraciones utilizadas, no modifica la partici6n del 11P' ni 

del ~ -12P1-ATP en la fase org&nica. 

Deterainacién del efecto del LDAO sobre la actividad de ATPasa 
de las diferentes preparaciones 

El efecto del LDAO se prueba adicionando a 0.3 ml de la 
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enzi•a distinta• cantidades de una solución 1 X o 0.1 K del 

detergente. Despu•• de incubar 5 •in se aftaden 0.3 •l . de una 

••zcla de reacción que contiene, en concentraciones finales, 

Tria-acetato 50 Jll, pH 7.8, XgCl, 3 Jll, ATP 2 llJI, fosfoenolpiru

vato 5 .X y 150 pi de piruvato cinasa, ademas de un volumen de 

~ --P-ATP que contenga 2 x 10' cpm. La incubación con el medio de 

reacción es· de 3 ain a 30"C. La reacción se detiene con la 

adición de 0.2 al de leido tricloroacetico al 30S a .4-C. Las 

muestras se centrifugan durante 10 min y este sobrenadante es el 

qua se utiliza para determinar el ~ -mP-ATP hidrolizado, como 

se describió anteriormente. 

Bn la sección de "Resultados" se muestra un experimento 

representativo de por lo menos 4 de cada uno. 

Determinacien de la actividad inhibidora de JP, <4> 

La inhibición de la actividad de ATPasa por el IF, sa 

determina incubando a 30-C, 30 pg de particulas submitocondriales 

de Klein, 7 pg de extracto de Triton de particulas de Klein o 1 

pi de Fa-ATPasa con 0.5 pa de IFa, en 0.3 ml de medio de inhibi

cion. Bsta medio contiene sacarosa 250 mK, MOPS 2 mi, pH 6.3, 

Tris-SO. 10 mi, pH 6.7, XgCl, 1 mX y la-ATP 0.6 mi, pff 6.0¡ el pH 

final da la solución debe ser de 6,5, Despues de 10 min de 

incubación se cuantifica la actividad de ATPasa como.ya se ha 

deacrito. 
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RBSULTADOS 

La actividad de ATPasa de la P1 se aodifica de diferente 

aanera con la presencia del LDAO, dependiendo de si &e encuentra 

o no asociada a la proteina inhibidora y/o al sector p,, Se 

probó el efecto de este detergente sobre la actividad hidrolitica 

de particulas subaitocondriales, de extractos de Trit6n X-100 y 

de la P1 en soluci6n. 

Bfecto del LDAO sobre la actividad hidrolitica de particula& 
sub11itocOndriareB. -- -

Al agregar a las particulas de Mg-ATP y de Klein canti

dades crecientes de LDAO existe una pequeRa inhibici6n con 

concentraciones menores a 5 mM, pero la actividad hidrolitica 

empieza a incrementarse desde 10 hasta 50 mM de LDAO, para poste

riormente disminuir (fig. 1>. Bn el caso de las particulas de Mg

ATP Cfig, 1A> la activaci6n m4xima es de 3 veces con 50 mM de 

LDAO, regresando despu6s, con LDAO 100 mM, a una actividad de 

ATPa&a similar a la inicial C O. 4 paol min·• mg·• >. Bn contras-

te, las particulas de Klein Cfig 1B> presentan, en las concentra

ciones bajas de detergente, una lnhibic16n de la actividad m4s 

marcada que la observada en las particulas de Mg-ATP y, aunque 

existe un incremento de la actividad, el nivel m4ximo en 50 mM de 

LDAO no llega a sobrepasar la actividad en ausencia del detergen

te¡ posteriormente la actividad disminuye. 

Bl distinto comportamiento de ambos tipos de particulas 

ante las diferentes concentraciones de detergente y el hecho de 
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que la diferencia principal entre las particulaa de Jlg-ATP y laa 

de Klein sea au alto y bajo contenido de proteina inhibidora 

end&gena, respectivamente, sugiere que un efecto del LDAO sobre 

la actividad bidrolitica de la enzi•a podria estar relacionado 

con la presencia del inbibidor. Sin embargo, ademas de este 

efecto, podria existir otro diferente ya que el LDAO taablen 

afecta la acitlvidad de ATPasa de las partléulaa de Kleln. Por 

esta raz&n, loa reaultadoa que se presentan a continuacl&n estAn 

divididos en los efectos del LDAO sobre las preparaciones con 

inbibidor y loa efectos del LDAO que no estAn relacionado• con 

esta protelna. 
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Liberaci6n de la accién de la proteina inhibidora 

- Propiedad•• de loa extractoe de Trit6n X-100 de particula8 
aubaitocondrial•• 

Para probar que el LDAO no solamente afecta la actividad 

de la enziaa incluida en la aeJ1brana, se prepararon extracto• de 

Trit6n X-100 tanto de particulaa de J(g-ATP coao de Klein. La 

enziaa aolubilizada con el Trit6n.posee tanto el sector P, coao 

la porción '•• ya que la actividad hidrolitica es sensible a la 

0Ugo11icina, como puede obs'ervarse en los datos de la Tabla 2, 

Por otra parte, la actiyidad del extracto proveniente de 

las particulas de Mg-ATP es mas bajo en comparación con la acti

vidad de la proteina solubilizada de las particulas de Klein, lo 

cual correlaciona con las actividades de las preparaciones origi-

nales. Como el extracto de Trit6n de las particulas de Mg-ATP 

tiene una actividad hidrolitica baja, se puede sugerir que este 

complejo P1Pt esta todavta asociado con el inhibidor endógeno. 

- Actividad de ATPasa de las preparaciones asociadas con el 
inhibidor en presencia del LDAO. 

Bn la figura 2 puede observarse que el LDAO es capaz de 

aumentar 9 veces la actividad hidrolitica del extracto de Trit6n 

de las particulas de Mg-ATP. Con concentraciones mas altas de 

LDAO la actividad disminuye gradualmente hasta llegar a valorea 

similares a los iniciales. 

Por otro lado, la cantidad·de LDAO requerida para activar 

la hidrólisis es menor que en el caso de las particu-

las, ya que la cantidad de proteina utilizada es tambitn mas 
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TABLA 2 

Solubili1aci5n con Trit5n X-100 da Partfculaa Submitocondrialea 

Senaibilidad a Oli1omicina, 

Protdna 
Actividad Eapecffic•ª Solubilisada 

(1) 

PartlculH Ma-ATP + 01110- Klein + Oligo-
micinab micinab Mg-ATP Kldn 

Preparac15n 0.42 o.o 4.4 o.o 
inicial 

Extracto de 1.48 o.s 8.5 2.0 46 56 
Trit5n 

a Expresada como/>mol de ATP hidroli1ado min-1 mg-1 de protelna. 

b Se hicieron preincubaciones con Sr de oligomicina durante IS mina OºC en 
un volumen de 0.3 ml, 
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Bfecto del LDAO aobre la hldrellala de un· extracto de--
friten de partículas de kg-ATP Se prelncubaron con --
tbXO muestras del extracto (preparado como ae descr1b16 
en "laterlalea 7 Xttodos"> con un volumen-de 0.3 •l que 
contenta 7 pg de proteina. Bl aedio de incubaclOn ea 
11ual que el descrito en el ple de la fl1. · 1 pero &in 
FCCP. Se agregaron 0.3 al del medio de reacciOn para 
inlciar·la htdr611s1a. 



baja. Al di&11inuir a 7 pi de proteina la cantidad de particulae 

subaitocondriales, se utilizan concentracione• de detergente 

_entre O y 5 111 para obtener las curvas de actividad hidrolitica 

correspondientes <resultados no aoatrad09), 

Al reconstituir con inhibidor ex6¡eno tanto particulaa de 

Klein coao extractos de Trit6n de estas aiaaae se obtiene una 

activaci6n de la hidr6liaia debida a la presencia del LDAO <fi¡. 

3>. Bn el caso de las particulas reconstituidas <fi1. 3A> existe 

una inhibici6n con concentraciones de LDAO aenorea a 1 aJ(, Al 

aUJ1entar la concentraci6n del detergente a 2-3 al, la hidr6liaia 

se activa unas ' veces, activaci6n parecida a la de las particu

las de Jlg-ATP. Sin embargo, debe notarse que las actividad•• 

'hidroliticaa m&ximaa alcanzadas con LDAO por loa sistemas recona-

, titutdos <1.1 pmol •in·• •r' para las partículas y 2.0 pmol atn·• 

mg-• para el extracto de Tritón> no llegan a loa valorea de las 

actividades 6ptiaaa de las particulas de Xg-ATP o del extracto de 

las mismas en presencia de LDAO (1,' y 10 pmol min·• q-1 , 

respectivamente>. Bato podria indicar que las interacciones del 

inhibidor end6¡eno y el ex6¡eno con la FaATPasa podrian tener 

diferencias importantes. 

Bn la figura ' se muestra que las concentraciones menores 

a 1 al de LDAO pueden disminuir ligeramente la actividad de 

ATPasa de una Fa asociada con inhibidor end6¡eno <fi1. •A> 

previamente incubada con inhibidor ex6¡eno <fig. 4b>, pero concen

traciones cercana• a 1 ~ de LDAO aumentan la actividad de laa 

aiaaaa¡ posteriormente la actividad vuelve a disminuir con 

concentracionea mas alta del detergente. De modo similar a loa 

caaoa de las part1culas y los extractos de Trit6n, la Fa con 
1 

31 



Pig. 3 

--- --- -----------

LO 
o • A 1- 1. a. 'o 
~ E 
.S Te 

- 0.1 1 1: '1 > E ;: :a.. IO 40 o-
tC LDAO (lllMI 

10 40 
LOAO (mM) 

2.0 

o a 
1 .:-
a. 'r !e 
u Te 

1.0 'O -
-o E 
" -'O o 
~~ 
ü- to 40 
tC LDAO C111MI 

o 
o 20 40. 

LDAO (mM) . 

Bfecto del LDAO sobre la hidrelieis de fartículas de 
Kleln o de un extracto de frltin reconst tuldo con JF,, 
bespuea de incubar con IP1 <como se indico ·en 
"Jlaterialea '1 Jletodoe"> se agregaron· laa cantidad•• 
indicada& de LDAO y la reacción de hidrOlisia •• llevo a 
cabo como est6 descrito anteriormente. En el caso de 
laa partículas se agrego FCCP en el aedio de 
preincubación. A, particulae de Klein¡ B, extracto de 
Tritón de particula& de Klein. 

\ 



: 
i 

A 

10 

11 

l 7.1 

1 1 • 
LDAO (mM) 

Pta. ' 

B 

\ 
•' 

,> 

,, 

F1+1F1 excSatno 

1 1 

LOAO (mM) 

, 
1 

• 



inhibidor end&1eno y ex&geno no alcanzan las •iaaas actividades 

•6x1us <3 y U paol ain·• •r•, respectivuente>, aunque en 

.. boa casoa se olfserva un aumento al doble de la actividad. 

Para reauair los resultado& presentados hasta eate aoaen

to, puede decirae que el LDAO, en distinta& concentraciones, 

auaenta o di&11inuye la actividad de ATPasa de siateaas solubles 

<extractos sensibles a oli1oaicina y F1-ATPasa> o aeabranales que 

contienen proteina inhibidora tanto end&1ena coao exblena. 

- Reversibilidad del efecto del LDAO sobre la actividad de ATPasa 
de un extracto de Trit&n de particulas de J(g-ATP. 

Un posible aecani&110 para explicar el efecto del LDAO 

sobre estos sistemas, podria ser la modificaci&n de la interac

ci&n entre el inhibidor y la F,. Si esta modificaci&n involucra

ra la liberaci&n del inhibidor hacia el medio, probablemente el 

efecto de activaci&n y el de inhibici&n por el deteriente seria 

irreversible. La figura 5 auestra, por el contrario, que un 

extracto de Trit&n de particulas de K1-ATP preincubado con LDAO 

20 al <concentraci&n que di&minuye la actividad hidrolitica > 

puede no'solo reactivarse al diluir el detergente a concentra

ciones cercanas a 3 al <concentraci&n que aunenta la hidr&liaia>, 

sino volver a sus actividades iniciales cuando ae lle1a a canti

dades de LDAO menores a 1 al. 

Bl hecho de que los efectos del LDAO sobre la actividad 

hidrolitica de esta preparaci&n sean reversibles, su1iere que la 

proteina inhibidora no se libera al medio con laa·concentracionee 

de LDAO activadoras de la hidr&lisia <alrededor de 3 mll> sino que 
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•olo •e •odifica au un16n con la enziaay que al diluir el 

detersente haeta concentraciones aenores a 1 al, el 1nh1bidor 

puede regresar a eu sitio de inbibicien, por lo que se' obtienen 

actividad•• bidroltticaa parecidas a l .. inicialee. 

- Curva• de inbibici6n con IPa en extractoa ·de Trtt6n de 
paS:tcula• de Kletn. Bfecto del LDAO. 

Una aanera por la cual el LDAO podrta afectar la interac

cien inbibidor-Pa seria el aodificar la afinidad de la protetna 

inbibtdora por su aitio de uni6n en la Fa. Para probar esta 

posibilidad •• hicieron curvas de inbibici6n Cfig. 6) para un 

extracto de Triten de particulae de Klein en ausencia de LDAO o 

en presencia de LDAO 3 mJI <concentracien activadora de la bidr6-

11ata> o de LDAO 7 mJI <concentracien que diSJ1inuye la hidrelt

aia>. Bn loa 3 caso• laa Ka se calcularon a partir de laa 

pendiente• de las rectas obtenida• de las gr&ficaa de I/1 contra 

1/1-1, con la ecuacten 

I/1 = 1 + Xa I 1- 1 

donde 1 ea la concentrac16n total del inhibidor, 1 ea el grado de 

inb1b1c16n y Ka ea la constante de 1nbib1ci6n <97>. La X, obte-

nida para el extracto sin LDAO fue de 12 ni y de 70 y 210 ni para 

loa extracto• en presencia de LDAO 3 y 7 111, respectivaaente. Por 

lo tanto se puede concluir que el detergente disminuye la afini

dad de IP, por la Fa presente en el extracto de Triten. 
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- Cin•ticaa de ATP para extractos de Trit&n con inbibidor 
end6geno y ex&geno. Bfecto del LDAO. 

Se hicieron curvas de concentraciones creciente• de ATP 

para loa extractos de Trit&n asociadoa con la proteina inbibidora 

<extractoe de Trit&n de parttculae de J(g-ATP y extractoa de ,., 

Trtt&n de parttculaa de Kletn reconstituidas con IPa> para coapa

rarlaa con laa curvas de los ai&11oa extractos pero activadoe con 

LDAO <fls. 7>, y de esta fonaa detenainar &1 un modÓ de'acc16n 

del detergente ea a trav•• de la modiftcaci&n de laa conatantee 

cintttcae de la enzima para su sustrato ATP. La presencia del 

LDAO no aodifica de manera importante la afinidad de p,p, por el 

sustrato, ya que las K. calculadas son de 0.66 111 para loe 

extractos de particulaa de Kg-ATP y de Klein y de 0.20 y o.•o 111, 

respectivamente, para estos aiaaoa pero con LDAO <recuadro• fi1. 

7>. La v .. para loa extractos con inbibidor end&geno y reconsti

tuido ea de 0.28 fiºl min·• mg-1 y para loa extracto• activados 

con LDAO la v .. aumenta a 1.0 F'ºl ain·•a1r• para el extracto de 

particulas de Klein reconstituido con JP, y a 2.5 paol ain·• •I"' 
para el extracto de particulaa de Kg-ATP <recuadros fil• 7>. Aai, 

al parecer el detergente no aodifica directamente el aitio cata

litico de la P,, ya que la K. no se afecta de manera importante, 

pero si permite que la enzima pueda hidrolizar el ATP con aayor 

velocidad. 
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- Bfecto del pH y de la temperatura sobre las curvas de LDAO de 
la actividad hidrolitica de extractos de Trit6n de particulas 
de Jlg-ATP. 

De acuerdo con la ref. '· la asociacien de la proteina 

inhibidora con la P1 ea afectada por el pH y la temperatura. Se 

probc!> el efecto de estos dos factores sobre la actividad de 

ATPaea de extracto& de Trit6n de partículas de Mg-ATP en presen

cia de concentraciones crecientes de LDAO <fig. 8>. 

Bn la figura 8A se muestra que, al parecer, el pH no 

modifica la fon1a general de las curvas de LDAO ni afecta de 

•anera importante los valores m&ximos de activaci6n de la hidr6-

lisis con concentraciones de LDAO cercanas a 2-3 al. 

Bn caabio, la temperatura si modifica estos valorea mAxi

aoe <fil. 88>, siendo el menor a O"C <2. 2 ¡mol min·• q-1 > y el 

uyor a 37"C <8.7 pmol min·• q-1), Otro efecto de la temperatu

ra ea que despute del punto de mAxima actividad hidrolitica, con 

concentracionee de LDAO mayores a 2 al, la disminuci6n de los 

valoree de hidr6lisis es poco marcada a OtC y a&s brusca a 30tC y 

a 37'C. Bn la curva de LDAO a 37 'C, puede observarse que la 

actividad disminuye desde 8. 7 pmol min·• ag-1 hasta 3 pmol ain·• 

.,-• con LDAO 2 y 3 al, respectivamente, mientras que en la curva 

a los 30tC s6lo disminuye de 5 a 3.5 pmol min·• ag-1 con lae 

ai&11ae concentraciones del detergente. Sin embargo con esto• 

experimentos no se puede diferenciar si el efecto del LDAO sobre 

la hidreliai• a las diferentes temperatura• de P!eincubacien, 
'1 J esta relacionado directamente con la P,, con el inhibidor o con 

uboa. 
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Bfecto del LDAO sobre la actividad.hidrolitica de preparaciones 
aln protelna lnblbldora. 

Co•o ae •oatr6 en la figura 1B el LDAO afecta la actividad 

hidrolltlca de partlculaa de Klein, a pesar de su falta de JP,. 

Su actividad puede, entonces, estar controlada 

diatintoa a esta proteina. 

por factora• 

Bn el caso del extracto de Trit6n de particulas de Kleln 

exiate una activaci6n desde 8 hasta aproximadamente 30 paol •in-• 

111"' <casi 4 vece& de activaci6n> al ir aumentando las concentra

cionea de LDAO <fig. 9>. La actividad m&xiaa alcanzada es muy 

alta para tratarse de un sistema eensible(a oligomiclna. 

De modo interesante, el LDAO no tiene ningan efecto sobre 

la actividad hidrolitica de la P1-ATPaea soluble (fig. 48>. Be 

decir, el LDAO no aumenta ni di611inuye la actividad de ATPasa de 

un aiateaa no asociado a membrana Cparticulas submitocondriales> 

ni al canal Pe <extracto• de Trit&n> ni al inhibidor end&geno o 

ex&geno. 

- Bstabilldad en el frio de un extracto de Trit6n de particulaa 
de Klein activado con LDAO. 

Como el efecto del LDAO sobre loa sistemas no asociados al 

IP1 depende de que la enzima est6 asociada al canal Pe <fig. 18, 

ftg. 9>, un posible aecani&110 de acci6n del detergente serla la 

diaociaci6n del sector Pa del canal, mecanismo que explicaria la 

alta actividad hidrolitica alcanzada por el extracto de Trit6n de 

partlculaa de Klein en presencia de LDAO 3 mil <fig. 10). 
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' l Si ••to fuera aai , la acU vi dad de ATPaaa de un extracto 

de Trit&n de particula• de Klein activado con LDAO podria di .. i

nuir bruscuent• al incubarlo a 4-C, ya que, como ae sabe, la P1 

soluble pierde r4pid ... nt• su actividad a bajas te•peratura• 

<107>. Bn la figura 10 ee muestra el 'porcentaje de la actividad 

hidrolitica a lo larso de 4 horas de incubaci&n a 4 -C de la P. 

soluble, de una P1 aoluble con LDAO 1 al y de un extracto de 

Trit&n de particulae de Klein en presencia y en ausencia de LDAO 

3 .X. Al parecer por estos resultados, la presencia del LDAO no 

disocia a la P1 del P., ya que el extracto de Trit&n mantiene su 

actividad de ATPaaa a lo largo de las 4 horas de incubaci&n en el 

trio, independiente•ente de que se encuentre activado por el 

LDAO. Bn cambio, la actividad hidrolttica de la P.-ATPasa con o 

sin LDAO ea solamente del 51 de la original a las 2 horas de 

incubaci&n. Debe mencionarse, si.n embargo, que la actividad de 

ATPasa de esto& extractos en presencia de las concentraciones 

esti•uladoraa de LDAO no es sensible· a la 0Ugo11icina <loe 

resultados no se muestran>. 

- Bfecto de la fosfatidilcolina sobre la actividad de ATPaaa de 
un ex~racto de Trit&n de particulaa de Klein. 

luchas preparaciones de P1FO extraidas con detergentes 

exhiben una baja actividad hidrolitica hasta que se recombinan 

con tosfolipidoa ex&genos <107-112>. La activaci&n de la hidr&

liata por el LDAO podria deberse a un efecto similar al de algu

nos fosfol1pidos sobre el co•plejo. Para explorar esta posibili

dad se p~obaron cantidades crecientes de fosfatidilcoltna sobre 

un extracto de Trit&n de particulas de Klein sin LDAO y activado 
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Hidr,liaie de ATP de un extracto de Trit•n de Hart{culae 
de kleln y a. la 'k soluble, incubados a J'C. fecto a. 
la presencia de ~o. La lncu6aclen e 4iC de un extracto 
de Trlt6n de partlculaa de Klein o de la P1 soluble •e 
hizo en sacarosa 150 JIJVTris 5 111, pH ?.•; para el 
extracto, la concentraci6n final de Trit6n en este •edio 
fue de 0.061 J para el caso de la P, soluble se agreg6 
Trit6n para obtener esta •lema concentraci6n. Bn loe 
tie•poe indicados •• to•aron alicuotaa que contenian 7 
PI de la proteina en el extracto 6 1 p1 de Pa eolubl• J 
•• aidi6 la reacci6n de ATPasa coao •• ha indicado 
anterioraente. o----o Bxtracto de Trit6n; •----• 
extracto de Triton + LDAO 3 d¡ c----a Fa eolubl•;•--... 
P1 soluble con LDAO 1 d. 
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con LDAO 2 .X. Con loe resultados •ostradoa en la figura 11 

puede decirse que estos fosfoltpido& no mejoran significativ .. en

te la actividad de ATPasa del extracto y que, aen en presencia 

de loe foefolipidoe esta actividad puede ser estiaulada por el 

detergente. 

Bfecto del colato f del CHAPS sobre la actividad hidrol{tica de 
partlcuiae de Jlii-X~. 

Se prob6 el efecto de otros detergentes sobre la actividad 

hidrolltica de particulas submitocondriales de lg-ATP. Bn la 

figura 12 puede observarse que el colato no tiene ningen efecto 

sobre la actividad de ATPasa de estas particulas, en tanto que el 

CHAPS tiene un efecto inhibidor en todas las concentracionee 

probadae. Aa1 otros detergentes que interaccionan con el co•plejo 

P,F,, ya que se han utilizado para solubilizarlo (125 1 126>, 

pueden tener •UY diferentes efectos sobre sus actividades catali

ticae. Bl LDAO debe tener ciertas caracteristicaa especiales que 

le permiten no s&lo interaccionar con el complejo F,P,-ATPaaa, 

sino e&ti•ularlo o inhibirlo, dependiendo de la concentracibn del · 

detergente. 

Bfecto del LDAO sobre la F, soluble modificada con DCCD o con 
teb-cl 

Se realizaron otra serie de experimentos para estudiar loe 

poeible• •ecani&110• de activaci&n por LDAO &obre preparaclone• 

inhibidas. Se sabe, por un lado, que el sitio de uni&n de IF, ae 

encuentra en una de las subunidadea ~ de F, <62, 63> y, por 

47 



o • o-
D. To 
~ E 
e Te 
'O -E 
'O 
o 15 
-o E 
~~ 
ti -
e( 

' 

15.0 

7.5 

\ 
" i 

. . 

50 

Fosfotldllcollno (jlQ) 

100 

Pig. 11 Bfecto de la fo&fatidilcolina sobre la hidr,li•i• de un 
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otro lado, que exieten inhibidoree no natural•• que taabitn 

interaccionan con esta ai&11a subunidad. Doe de elloe, el DCCD y 

el IBD-Cl, ee unen covalenteaente a ~ , inhibiendo la actividad 

hidrolitica de la enzi .. <G8-106>. A peear de que eeta uni6n .. 

covalente. el LDAO •• capaz tanto de auaentar co•o de diaainuir 

la actividad de ATPaea de la P, •odificada tanto con DCCD co•o 

con IBD-Cl (figura 13>. 

le interesante notar que la actividad de ATPasa de la Pi 

eoluble ee insensible a la• distinta• concentraciones de LDAO 

(fig. 48> y que s6lo cuando ae encuentra asociada al inhibidor 

natural <fi19. 4A y 48> o a inhibidorea artificial•• coao el DCCD 

o el IBD-Cl (fig. 13> ee estiaulada alrededor de 2-3 vece• por 

concentraciones de LDAO cercanas a 1 JI)( y ea inhibida por concen

traciones mayores <2-5 JI)(), 
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pH 7.4 a 3'rC durante 1 b, con 1 µ1 de P.; la 
concentraci6n final de DCCD fue de 400 pi. La inhibici6n 
con IBD-Cl se real1z6 de la •isma manera, pero durante 
30 min y con luz tenue¡ la concentraci6n final de IBD-Cl 
fue de 100 pi. Bl LDAO se agre¡6 despu6• de la• 
incubaciones con los inhibidores y se inici6 la reacci6n 
de ATPasa, o---o P1 soluble¡ e----. P,-DCCD¡ 

1 1 F,-IBD-Cl, 

\ 



DISCUSIOI 

Bfecto del LDAO sobre la actividad de ATPaaa de la P, 
aitocoíidrial 

Bxtaten varioa detergentes que son capacea no solamente de 

interactuar con re¡iones hidrofóbicas de la P, de varios stste

aa•, aino t .. bitn de aodiftcar su actividad catalitica: loa 

alquil¡lucóaidoa de cadena corta o aediana que estiaulan la 

actividad Ca-ATPasa o J(a-ATPasa de CP,, seg6n las condiciones de 

incubación <78, 80)¡ el colato y el desoxtcolato que activan a la 

TP,-ATPasa <85>; el octilglucóstdo que puede inhibir la actividad 

Ca-ATPasa de la P, de ~ lysodeikticus (83) y el LDAO que mejora 

la actividad ATPasa de BCF, <81> y la Kg-ATPasa de ~ rubrua 

C7D>. 

Bn este trabajo se auestra que el efecto del LDAO sobre la 

P,-ATPasa aitocondrtal no ea solamente estimulador sino que a 

concentraciones altas puede inhibir esta misma actividad <figs. 

1-5>. Ademas, en el caso de las particulas las concentraciones 

aenorea a 1 mJI de LDAO tienen tambi6n un efecto inhibidor sobre 

la htdrólisia (fig,1>. Este resultado es similar al obtenido por 

L6t&char et al. (81> que observan que la actividad de ATPasa de 

preparaciones de membranas de BCF, es inhibida con concentra-

cionas menores al 0.011 de LDAO <aproximadamente 0.4 mJI), Hasta 

el momento no se tiene ninguna explicación para este fenómeno. 

lo obstante, el hecho de que existan efectos contrarios del mismo 

detergente sobre la actividad hidrolttlca de la F1 , puede sugerir 

que 6ste interacciona con distintas reglones hidrofóblcaa de la 
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protetna, que controlan de manera dietlnta la expreelen de eu 

acttvldad hldrolitica. Bl eetudio d• la ATPaea con este 

deteraente puede ayudar a hacer evidentes •atoa diatintoa fac

tor•• de control. 

Bfecto del LDAO sobre loa aiete•a• con proteina 1nh1b1dora 

S. ha postulado que el efecto de varios detergente• co•o 

loa alquilsluceaidoe de cadena corta o el LDAO esta relacionado 

con la reaoc16n o el rearreglo de la eubunidad ~ de Fa <79-82>. 

Bate hecho explicarla la est1aulac16n de la actividad hidrolltica 

por el detergente, ya que, de acuerdo con varios 'autores, la 

aubuntdad l actea coao un factor regulador de la Fa-ATPaea <34, 
\ 

35, 68-70). 

Parte del efecto del LDAO sobre la Fa a1tocondr1al puede 

estar relacionado con la presencia de la proteina inhibidora. 

Cuando •• adiciona IFa a particulaa aubaltocondriales de Klein, a 

un extracto de Triten derivado de las mismas o a·ta Fa soluble, 

la curva de actividad hidrolitica obtenida con concentraciones 

crecientes de LDAO (figa. 3 y 48> es comparable a la que resulta 

de loa aiatemaa con inhibidor endbgeno <flga. 1A, 2 y 4A>, no 

solo en cuanto a la forma general de la curva sino en cuanto a 

las vece• de activac16n de la hidr6lis1a: aproximadamente 4 veces 

para laa particula& <figs. 1A y 3A>, una• 10 veces para loa 

extractó& de Triten <figa. 2 y 38> y dos veces para el complejo 

Fa-IPa Cfig. U. 
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Posibles diferenciaE entre el inhibidor endógeno y el inhibidor 
reconstituido 

A pesar de la siailitud entre lae veces de activaci&n de 

la hidr&li•i• de los aiate ... con inhibidor nativo o reconsti

tuido, la actividad hidroUtica •6x1•a en presencia de LDAO 

alcanzada por el extracto de Trit&n de particulas de Klein 

reconstituido con IF, <2 paol •in·• 118"''> <fig. 38> o de la F1 de 

con IF1 end6geno <3 paol •in·• •s-1> (fig. 4A> e& varias veces 

aenor que la actividad •6xiaa alcanzada por el extracto de parti

culas de JlrATP <10 paol ain·1 ag·•> <fig. 2> o de la F1 recons

tituida con inhibidor <15 1"'º1 min·• mg·•> <fig. 48>. Bato 

podria reflejar diferencias entre la unión y/o los efectos sobre 

la F1 del inhibidor endógeno y ex6geno. La idea anterior 

ha sido propuesta anteriormente por varios autores. Por ejemplo, 

Warehaw et al. <115> mostraron que el inhibidor adicionado a la 

F, puede removerse parcialmente al precipitar al complejo F1-IP1 

con sulfato de amonio, hecho que no ocurre con el IP1 endógeno; 

por lo tanto los autores sugieren que el modo de unión del IP1 

endógeno y el exbgeno con la enzima es diferente. 

Por otro lado, Galante et al. <116> tambitn han propuesto 
I 

que el IP1 agregado puede ser diferente del endógeno, tanto en su 

estructura como en su modo de interacción con la Pi, ya que 

tienen diferentes efectos sobre la hidrólisis del ATP y el recam

bio ATP-P1 del complejo V aitocondrial. Jlientns que el JP1 

end6geno no afecta el'recambio ATP-P. y sólo inhibe a la activi

dad de ATPasa en un 501, con el IPi agregado existe un 93S de 

inhibición de la hidrólisis y un 601 de inhibición en el recambio 

ATP-P1 • 
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KA& recientemente, Yald6& y Dreyfu& <117> utilizando anti

cuerpos que reconocen principalmente a la& aubunidade• ex y~ 

de la P, mitocondrial, han detectado diferencia• e&tructurale• de 

esta• subunidade• dependiente& de •i la enzima contiene IP1 

endegeno o reconstituido. Kas aen, esta• diferencias tanbitn se 

reflejan en las propiedad•• cataliticas de la P, de particulaa 

aub9itocondrialee: loa anticuerpos contra la P, estiaulan la 

hidreliaie del ATP en las particulaa de Kg-ATP pero inhiben la 

actividad de ATPasa de las particulaa con IP1 reconstituido; en 

cambio, el recambio ATP-P1 es inhibido por los anticuerpos en el 

caso de las particulas de Kg-ATP y es estiaulado en las particu-

las con IP1 agregado. Loa autores sugieren la existencia de un 

cambio en la estructura de la P1 inducido por la naturaleza de la 

interaccien del inhibidor, nativo o adicionado, con la enzima. 

De acuerdo con los autores anteriores, el hecho de que el 

LDAO tenga efectos diferentes sobre las veces da activacien de 

los sistemas con inhibidor endegeno o agregado, apoya las eviden

, cias que existen sobre las diferencias entre el control de la 

expresien de la actividad de ATPasa que ejerce el inhlbidor 

natural y el ex6geno. 

Bl LDAO remueve al IP1 de su sitio inhibidor en la F1 ero no lo 
era a me lo 

Bata. propuesta acerca del modo en en que actfla el LDAO 

sobre ·1ae preparaciones inhibidas se basa en los siguiente• 

hecho•: 
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a> aunque el LDAO estimula la actividad de ATPasa de las prepara

ciones inhibidas los valores alcanzados no llegan a ser · los de 

las preparaciones carentes de inhibidor. Posiblemente esto se 

"""' debe a' que el inhibidor no llega a liberarse hacia el medio y 

sigue tenien4o cierto efecto sobre las distintas preparaciones, 

b> tanto el efecto estimulador como el inhibidor del LDAO sobre 

la ATPasa son reversibles (fig. 5> • Al diluir lo suficiente el 

. .J detergente se obtiene una actividad similar a la inicial, lo que 

-¡ 

j 

1 
1 .,; 

-, 
1 

1 

j 

puede indicar que cuando se vuelve a las condiciones de baja 

concentraci6n del detergente el inhibidor removido regresa a su 

sitio inhibidor 

c> los experimentos para obtener las curvas de inhibici6n de la 

figura 6 se realizaron como se indica en el pie de figura corres

pondiente, agregando el LDAO despu!s de la incubaci6n con IF,. 

Se repitieron los mismos experimentos pero adicionando el deter

gente durante la incubaci6n, obteni!ndose los mismos resultados 

en cuanto a la actividad porcentual y las K, determinadas (ya que 

J se trataba de extractos de Trit6n de particulas de Klein con 

¡ 
... 

1 
J 

J 

actividad ATPasa estimulada o inhibida). Esto indica que la 

presencia del LDAO en el medio de inhibici6n no evita la interac

ci6n del IF1 con la F,. 

Bl LDAO modifica la afinidad de IF, por su sitio de unién en la 
& 

La afinidad del inhibidor por la F, en extr~ctos de Trit6n 

de particulas de Klein <fig, 6) es mayor en ausencia <K, = 12 ni> 

que en presencia de LDAO 3 mX <K, = 70 nM> o LDAO 7 mi <K, =---
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210 ni>. Aunque con estas doa concentraciones del detergente 

di&11inuyen la afinidad del inhibidor, el efecto sobre la activi

dad hidrolttica d~ la enziaa ea contrario, ya que el LDAO 3 al 

est1aula la actividad en tanto que el LDAO 7 al hace que dim1inu

ya. Bato puede llevar a pensar que el aodo coao este unida la 

proteina 1nh1bidora a la P1 tiene distintas consecuencias sobre 

la expreston de la h1dr611si& del ATP. 

Bn relaci6n con lo anterior, para el caso de la Pi solu

ble, es interesante notar que cuando se libera la acci6n del IP1 

de la P1-ATPasa, tata se hace sensible a la presencia del deter

gente (figs. 4A y 4B>, fenOmeno que no ocurre cuando una P, 

soluble estA expuesta a las mismas concentraciones del detergente 

<fis. 4B, curva superior>. luevll!llente, con esto se podria propo

ner la existencia de una conformaci6n de la enzima diferente a la 

de la P1 o a la P1 asociada con el IP,, que se presenta cuando el 

inhibidor estA unido pero sin ejercer su acci6n inhibidora. 

Bfecto del LDAO sobre la K. y la Vu. de preparaciones inhibidas 

Al parecer el LDAO en concentraciones activadoras no act~a 

directamente sobre el sitio catalitico de la P1 en extractos de 

Trit6n con inhibidor endOgeno o ex6geno (fig. ?>, ya que el valor 

de la K. no se aodifica significativamente con la presencia del 

detergente <0.22 y 0.66 mX, respectivamente>.· En cambio la v ... 

ea mayor en presencia <1-2.5 pmol min·• me'> gua en ausencia 

<0.28 pmol min·• DI"'> del LDAO. Este hecho puede sugerir que el 

detergente modifica la conformaciOn de la enzima de tal forma que 
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le peralte hidrolizar con aayor velocidad sin que ae afecte de 

aodo iaportante au afinidad por el sustrato. 

Be interesante notar, adema.a, que las conatantea cin6ticaa 

~ de loa extractoa de partlculaa con lnhlbldor end&seno o ex6geno 

son auy alallarea, aunque, nuevaaente, la v .. alcanzada en. 

1 presencia del LDAO de loa extractos de particulaa de llg-ATP ea 

aaa de 2 veces aayor que la v ... ~e los extractos de partlculas 

de Klein reconstituidos con IP1 <2.5 y 1 paol ain·• .,-•, respec

tlvuente>. 

· La actividad de ATPasa de sistemas carentes de IF1 tambien ea 
·aOdillcada por el LDAO 

Laa concentraciones bajas de LDAO inhiben en un 801 la 

actividad.hidrolltica de las particulas de Kleln, para posterior

aente, con cantidades aayores del detergente, recuperar casi un 

701 de su actividad inicial <fig, lB>. A pesar de que no existe 

un efecto activador neto del detergente sobre la hidr6lisis de 

estaa partlculaa con bajo contenido de IF1 , su actividad se ve 

auy aodificada por la presencia del LDAO. Bate efecto de activa-· 

c16n se hace mas evidente en los extractos de Tritón de las 

particulas de Klein, que con LDAO 3 mJl llegan a actividades tan 

altas como 30 pmol mtn·• a¡·•, Las evidencias que se tienen para 

sugerir que el alcanzar estos valores de la hidr6lisia no se debe 

a la dlaociaci6n de la P, del sector Fe son principalmente: 

a> la eatabilidad a bajas temperaturas de un extracto de Trit6n 

de parttculaa de Klein activado con LDAO <fig~ 10>¡ 

b> •• ha reportado el aislamiento del complejo F1F1 mi tocondrial, 
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aolubilizando parttculaa de Klein con LDAO 7.5 111 <123>; eate 

coaplejo p,p, puede reconstituir&• en lipoaomaa y llevar a cabo 

reaccione• acopladas a una membrana <123, 12'>· 
Por au parte, LOtacher y colaboradorea C81> afiraan que el 

LDAO en concentraciones activadoraa libera a BCF, de F, como una. 

enzi .. qua contiene o< , & , pero que esta no 

ee la cauea del auaento de la actividad de ATPaea, sino maa bien 

proponen que efecto del detergente ea a trav~a de un rearreglo 

estructural de BCF,. 

·La activaci'n de la hidr,liaia ~r el LDAO sobre sistemas sin IP, 
.,robablemente no est• relaciona~ con un efecto elaiiar al de los 

oafollpido• 

La actividad de ATPasa de loa extractos de Tritbn de 

particulaa de Klein ea ligeramente estimulada cuando se ponen en 

contacto con fosfatidilcolina exógena <fig. 11>. Sobre esta 

actividad aun puede observarse el efecto estimulador del LDAO 

sobre la hidrblisia, asi que al parecer, el modo de acción del 

detergente no esta relacionado con los mecanismos activadores que 

ejercen diversos fosfolipidos sobre preparaciones de P,F, <107-

112>. 

Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que 

otra& clases de fosfolipidos puedan estimular en mayor grado la 

actividad hidrolitica en estos extractos de Tritón. 
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La actividad de ATPaaa de la P, soluble no es aodificada por la 
presencia del LDAO 

Cuando la P, no se encúentra asociada ni a la proteina 

inhibidora ni al sector P,, ya sea en aoluci6n o aeabranal. 

entonce• el detergente ni eatiaula ni dieainuye la actividad 

hidrolitica de la P,-ATPasa <fis.. 48, parte superior>. Bato 

podria sugerir que la P, soluble o no interacciona con el deter

gente, o bien, que las regiones bidrof6bicae que se encuentran en 

contacto con el LDAO no ejercen ningan control sobre su activi

dad. Cuando la P1 se encuentra asociada a su proteina inhibidora 

o al canal P,, probablemente quedan expuestas regiones distinta• 

que al estar en contacto con el detergente se pone de aanif iea

to au papel regulador sobre la hidr6lisia. 

Adea&a, un punto interesante ea que no solamente la 

1 proteina inhibidora controla la hidr6liais de la P1 sino que el 

aisao sector P, o interacciones entre subunidades que se esta-
¡ 
j blecen cuando tste se asocia, pueden taabitn constituir factora• 

• ...,1 

' :....1 

que controlan esta actividad. La·idea de que las alteraciones 

que ocürren en el sector membranal pueden tener influencia sobre 

loa eventos catalíticos y los cambios confonaacionales que ocu

rren en la P, ha sido expuesta por Penefsky <127>, por Matsuno

Yagi et al. <122> y por Li y colaboradores <128>. Bn este traba

jo, estoa posibles factores de control se hacen evidente& al 

hacer las titulaciones con el LDAO. 
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Bl LDAO puede eati•ular la actividad de ATPaaa d• la P, 
aOdlficada con DCCD o con IBD-Cl 

Bxiaten varioa aodelo& que tratan de explicar la foafori

lacien oxidativa y la hidreliaia del ATP. · Bn el aodelo de Boyer 

<118> •• propone que loa trae •itioa cataliticoa de la P1 en la• 

aubunidad.. ~ son idtnticoa y que actean de aodo alternante y 

secuencial a travt• de tree pasos~· la reacci&n hidrolitica: la 

unien del ATP, la conversien del ATP fuerteaente unido en ADP Y 

P1 y la liberacien de •atoa productos. Bn el aodelo propuesto 

principalaente por Vang <119, 120> se supone la existencia de una 

J sola aubunidad ~ cataUticuente activa y dos aubunidadea 

-1 

.J 

con sitio• cataliticoa latente•. 

Coao ya se ha mencionado, la actividad de ATPasa puede 

.., inhibirse por aodificaci&n covalente de una de las tres eubuni-
, 1 

J 
-1 
..J 

·-¡ 
! ,! 

' ' __, 

1-1 
'1 
-J 

i 
'1 

dadas ~ con DCCD o con IBD-Cl <98-106, 121, 122>. 

Soong y Vana <101> y Katsuno-Yagi y Hatefi <122> encontra

ron que cuando una P, modificada con DCCD •• reconstituye en 

particulas carentes de P, es capaz de catalizar la sintesia del 

ATP. Más aún, si estas particulae reconstituidas se tratan con un 

procedi•iento que simula la fosforilacien oxidativa, existe una 

reactivacien lenta de la hidrelisis, sin perder la marca covalen

te. Soong y Yang interpretan estos resultado• de la siguiente 

manera: la F, soluble puede rearreglar sus aubunidadea pero de un 

.modo tan lento que la hidrelisis del ATP se realiza en el aiemo 

sitio activo de la aubunidad ~ que tieneuna poaicioa especial. 

Cuando uno de loa grupos funcionales de esta subunidad ~· marca 

selectivamente, la consecuencia ea la lnactivacien total de la 

enzima. Bn las partlculaa reconstl tuidaa con Fa o con P,-DCCD, 
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el rearreglo intraaolecular puede acelerarse de tal foraa que una 

aubunidad ~ en eatado activo puede interconvertirae a un estado 

latente y una subunidad sin ••rea ae puede convertir al 

eetado activo. De esta foraa, ~unque la enziaa no pierde su 

aarca covalente puede recuperar algo de su actividad catalitica. · 

Por au parte, Kandpal et al. <106> encontraron que la P1 

•odlficada con DCCD o con IBD-Cl puede recuperar algo de su 

capacidad, catalitica por tratamiento con solventes orginicoa. 

Loe nucle6tidoa formado• se liberan de un •odo •uy lento paro 

dependiente de la presencia de ATP en el medio, lo cual, segen 

loa autores, ea una evidencia de que las enziaaa,a pesar de 

estar aodificadaa, retienen su cooperatividad entre loa sitio• 

cataliticoa que actean secuencialmente. Ade•&s, el hecho de que 

la lnhibici6n por IBD-Cl o por DCCD no se evite por la presencia 

del ATP <101> indica que estos reactivos no se unen a grupos del 

sitio catalitico, por lo que queda abierta la posibilidad de que 

laa tres subunidades ~ •antengan su capacidad de catilisis. 

Coao se aostr6 en la figura ~. el LDAO puede hacer que una 

P1 aodiflcada con IBD-Cl o con DCCD recupere parte de su activi

dad hidrolitica, al igual que la P1 modificada reconstituida en 

las particulaa o la P1 •odificada reactivada con solvente• or-

g&nicoa. lo se tienen datos que pudieran apoyar alguna de laa 

dos explicaciones expuestas anteriormente, asi que el detergente 

podria eatar actuando a trsv~s de acelerar la interconverai6D 

entre la aubunidad (3 activa y las latentes, o bien, pOdria 

estar haciendo máa·efectiva la cooperatividad entre ellas, •n·el 

caso de que aean equivalentes. 
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Reclent .. ente, lontero-Lo••ll y Dreytue <?g> •oetraron que 

el LDAO, adeaae de eatl•ular la actividad de Ka-ATPaea, ••jora la 

fa•• lnlcal de la catallala en un aolo altlo del co•plejo P1Pe de 

la. !:!!!!!:!!!· Bn ·ausencia del deter¡ente la ve •• de !5.!5 x 10"' 

110lea de P1 por •ol de '•'• por ae1undo y en preaencla del 

deter¡ente esta v. ••jora en caal un orden de ugnltud <3.5 x 

104 •olea de P1 por •ol d• FtF1 por segundo>. Por tanto, en el 

caao de la F.F1 de !!..:. rubrWI •• ha podido probar que •l LDAO no 

aolo ••jora la lnteraccl&n entre las aubunldadea, co•o en la Pa 
' 

•itocondrlal, sino que afecta las propiedades 1ntrínaecaa del 

sltlo catalitlco en la subunldad 

Como se habla •encionado por los datos de la figura 7, el 

LDAO no afecta la K. de la enzima por su sustrato, pero la .v ... 

al •ejora con la presencia del detergente. Bato apoya la propo-

sici&n acerca de que el LDAO •od1f1ca la conformaci&n de la 

enzima de tal modo que al hacer mas efectiva la interacci&n entra 

sus subunidadea puede hidrolizar con mayores velocidadea. 
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PBRSPECTIVAS 

Con loa resultados presentado& en este trabajo se ha. 

aoatrado que el detergente LDAO ea capaz de aodificar la activi-

dad catal1tica de distintas preparaciones de ATPasa. Bata aodi-

f1caci6n es dependiente tanto de la presencia del IP, asociado a 

al P1 COJlo de la presencia del canal p, en las preparaciones. Loa 

diferentes efecto• de este detergente revelan laa distintas re

giones hidrof6bicas expuestas en la F1 o en loa coaplejoa P,-IP1 

y F,-p,, Ademas, las distintas actividades hidrolitica& que se 

obtienen en cada caso en presencia del LDAO sugieren que en estas 

conforaaciones de la enzima operan diferentes mecanismos de con

trol. 

Aunque se conocen los efectos de la proteina inhibidora 

sobre las reacciones catalitacas de la F., aún esta abierta la 

discuai6n de su papel en la regulación de la hidrólisis y la 

sintesia del ATP en la aitocondria. Por consiguiente, sera de 

interts estudiar las reacciones de hidrólisis de ATP y de recam

bio ATP-P1 en una preparación de F1-P1 con inhibidor endógeno 

reconst~tuida en liposomas. Bn la actualidad esta.moa trabajando 

J en la obtención de esta preparación, debido a que existen varios 

attodoa reportados para el aislamiento del complejo F,-p, atto

condrial, pero en ellos no se ha determinado la presencia de JF, 

j 

1 
1 
~ 

J 
1 
¡ 

endógeno. 

Por otra parte, desde hace algunos anos se ha propuesto 

que la porción F, puede regular algunas propiedades cattf tica• d~. 

la P, no solamente a travta de la tranalocacien de protonea, sino 



i 
• 1 

: 
1 
1 

aedlante caabloa confonaaclonalea que ae tranaalten por la lnter

acclón entre aaboa sectores. Por esta raz&n, taabltn •• ha 

lnlclado un proyecto en el que ae pretende deten1lnar el efecto 

de· la asoc1acl6n del sector P, de partlculae aubaltocondrlalea 

carente• de F, aobre la aenal de·fluoreacencla de la aurovertlna 

unida a la Pa aoluble, ya que este antlbl6tlco •• ha utilizado 

coao una herramienta para detectar cambio• conf onaacional•• de 

esta enzlaa. 
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ADP- adena.1n d1foefato. 
AIP- adeno•1n aonofoafato. 
ATP- adenoetn trifoafato. 

ABRBVIA TURAS 

CP1- F1-ATPau de cloroplaato•. · 
CHAPS- 3-<<3-colaaidopropil-diaettlaaonio>-1-propanoaulfonato>. 
CIC- concentración aicelar critica. 

DCCD- 1 1 l'-D1c1clohexilcarbodi1•1~a. 

BCP11 BCP,P,- P1 o P1P1 de B. colt. 
B. coU- Bacherichia colr. --
~Tl='"icldo etilen glICOI' bis-<~ -aminoetil éter>-1, 1, I', l'

tetra-acttico. 

P,- sector aeabranal, canal de ff• del complejo ATPasa/ATP 
&inteta&a 

P1- sector soluble, catalitico, del complejo ATPa&a/ATP 
sintetasa. 

P,- factor 6 del coaplejo ATPasa/ATP sintetasa. 
PCCP- carbonil cianuro p-trifluorometoxifenilhidrazona. 
P,- factor B del complejo ATPasa/ATP sintetasa. 

IP1- proteina inhibidora de la F,. 

LDAO- lauril dlaetilamino Oxido. 

l. lvsodeikticus- Xicrococcus lvsodeikticus. 
IOPS: Acido 3-(1-aorfollno> propanosulfOnico. 

IADH- nicotinamida adenin dinucleOtido (forma reducida>. 
IBD-Cl- 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol. 

OSCP- proteina que confiere la sensibilidad a la oligomicina. 

P,- fosfato inorgAnico. 
POPOP- 1,4-bis<2-<5-feniloxazolil>>benceno. 
PPO- 2,5-difeniloxazol. 

!!..:.. ~- Rhodospirillum ~· 

SDS~ dodecil sulfato.de sodio. 

TP,- Fa de la bacteria termoftliea PS.. 
Tri•- Tria<hidroxiaetil> aminometano. 
Tritón- Tritón X-100. 
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