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Un tercer tigre buscaremos. Este
Serk como los otros una forma

De mi suefio, un sistema de palabras
Humanas y no el tigre vertebrado

Gue, mAs &11A de las mitologlas,

Fisa l1a tierra. Bien 10 s&, pero algo
Me impone esta aventura indefinida,
Insensata y antigua, y persevern

En buscar por el tiempo de 1a tarde

El otro tigre, el que no estd en a8l verso.

J. L. Borges (17&0).
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Uno de lon temas de creaciente  interks en enzimologia, me

refiere al estudio de las propiedades @ interaccionss Que se

desprenden de la existencia de wsimetria en la estructura

cuaternaria de una proteina. L& maydr parte de los estudicos se

han centrado en proteinas oligomdricas compusstas por varias

subunidades o monSmercs idénticos, que se agregan en arreglos

wnimdtricos. Las subunidades jinteracthan entre i a traves de

unicnes NO covalentes; la comunicacidn gQque se sstablece antre

ellan contribuys a la regulacidn alostérica, y al comportamiento

cooperativo ¥y anticooperativo de la proteina (i1, 2). Algunas

proteinas oligomricas cuentan con sstructuras relativamente

simples como dimercos (ej.) rodanasa) O tetrAmercs (ej.: lactato

deshidrogenasa);, misntras gQue petras muestran une organizacién

mucho mhs compleja (ejt oligémero de la clpside del virus del

Mosaico del Tabaco, ctcompuesto por 17 subunidades colocadas en

simetris radial?) (3). Diversos estudios enfocados sn #1 andlisis

estereoquimico de estas macromoléculas (4, 5, &) han concluido

que wu proanizacidtn simdtrica es dirsctamente responsable de la

formacién de estructuras asimétricas, que & gEneran cuandgo

alguna de lan subunidadews interactOs con sustratos, agtivadorss o

inhibidores. El tratajo de Gust, gt al siemplifica sste concepto
tomando como modelo & la& enzima aspartato transcarbamilasa (4), La

aspartato transcarbamilasa conwtituys uno de 1os ejemplos mejor



estudiados del cemportamiento coopsrativo y alostérico. Estd
compuesta por sels subunidades idénticas, fada unpa de las cuales
cusnta con un polipkptido catalitico vy otro regulatorio (7). Cada
subunidad ®s capaz de unir una molécula de sustrato y otra de
activador (ATP) o de inhibidor no competitivo (CTP). Los autores
Bust, gt al reportan que la unidtn de cada una de sstas molécul am
a cada subunidad cambia la conformaci&n de ésta aAltima. Debido a
ésto, aguel los casos en ios que la adhesion de moléculas no sea
hombgknea &h cada subunidad, se generardn formas asimétricas de
la enzima. For 1o tanto, 13 aspartato transcarbamilasa pusde
sncontrarse en un gran nomero de sstados o formas -tebricamentes
hasta wh &4I1=720-, dependiendo de la cantidad y localizacibn de
las moleéculas que tenga unidas. Los autores sspeculan acerca de
1a posibilidad de que cada forma pressnte variaciones sn su
reactividad vy mecanismo de reaccién.

Sin embargo, cabe imaginar gQue las proteinas oligoméricas
pusden presentar otros tipos de asimetrias {#j.1 animetria
estructural), ademhis de las gue se inducen per la interaccien con
metaboliton, como sﬁcede en el caso de 1a amspartato
transcarbamilasa. Quisiera sjemplificar este punto trayendo a
eucenario & la protén-ATPRasd, enzima estudiada en =] presente
trabajo. A reserva de analizar con detalle la estructura de essta
enzima en la préoxima seccitn, baste por el momento mencicnar gque
su mector catalitico (Fi! eatd compuesto por tres subunidadses
beta {catallticas) y tres subunidades alfa (regulatorias)i cada

subunidad beta sw asocia con una alfa para fermar tres parejas
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alfa-beta. Gran parte de 108 modslios que se han formulado acerca

de la estructura del sector catalftico (F1), cunciben un arreglo
simbtrico de 1a8 tres parejan alfa-beta. 8in esbargo, Aszel vy

Pudersen pfrecen una visitn radicalmente diferente, basandoss en

®l estudio por difraccidn de rayos X del cristal de la F1

de higado de rata (B). A partir de las iwmAkgenes obtenidas, han

concluido que o) sector catalitico (Fi) esth formado por dos

nanss squivalentes alfa-betm, ¥ por una tercera asaciada con lam

subunidades mwnores de la F1, gamna, delta y #épsilon, Esta

asociacifbn le confiere una posicion asimdtrica
distintoe

Y un ambiente
al de las dos priseras. Los autores sspeculan acerca ds

las pOsnibles repercusiones funcicnales de ia amismtria

sstructural dstectada (B; 9. El siguisnte asquesa musetra la

eStructura propussta por Amzml y Pedersen.

4 R [ - = —
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En 1a misma vena se vhica el tr:hnjo de Lotscher vy Capaldi,
quisnes &

travées de expsrimentos O sntrecruzasiento quisico

lievados a caho wsobre la H*-ATFPasa de §. _cpli, sugisren gque Jlam

subuhidades Qamma, delta, ©&psilon, guse interviesnen eh el

acoplamiento de 1a Fi a la porcidn asmbranal de 12 enzisa, =se

asacian permansntamente con bl una de l1as tres subunidades beta

{10). Sus datos indican Que se trata de una subunidad beta gque no

interacciona con inhibidoress f e~ ] [ 2} DCCD y #) NBDC)

diciclivohexilcarbodiimida A4 4-cloro-7-nitrobenzofurano) los



‘cuales, unidndose a wdlo una subunidad beta, abaten casi por

completo 1a actividad hidrolitica. For 1o tanto, estos datos

apuntan hacia la sxistencis, sn la H*-ATPasa bacteriana, de uns

subunidad beta diferente sn tivminos de su asociacidn con otras

subunidades de la enzima vy de su participscibtn en 1a actividad
hidrolitica total.

Ew an &l Aarco de la asisstria, anteriocrmente descrito, sn el

que Quisisra ubicar el presente trabajo. El sistema biolégico

qQue s utilizd fue 14 ATPaza de witocondria de corazdn de res.

S8 anslizaron sus caracteristicas en presencia del compuesto

trifenilestsko, ®1 cual interacciona con la enzima induciendo una

inhipicidn diferencial sobre cada una de sus actividades

{sintesis » hicdrélisis de ATP). A grandes rasgos, los resultados

parecen sugerir que axisten dos tipos de asinstrias

estructyrales a»n ssta snzima:

a) la primera se vrefiers a la uhicacion de sus centros activos

conh respecto al sector conductor de protonss)

b) 1a wegunda conciern® & una subunidad bets locslizada en una

posicitn  asimbtrica, cuyas propistdades catalfticas no [ 1.1,

eguivalentes & las de las dos subunidades beta restantes,

A continuacidn se prasenta una descripcién de las proplsdades

estructurales de la snzima, wseguida de una revisitn de los

modeles mshs aceptados que se hah propussto para prplicar sus

mucanismos cataliticos.

—y—-



1. EBTRUCTURA DE LA PROTOM-ATPama.

La H -ATPasa mitocondrial es 1a enzima capaz de acoplar el
transporte de protones del gradiente electroquimico, generadeo por
la actividad respiraticria, a la sintesis de ATP. Tambidn realiza
la reaccibn reversible de hidrdlisis, a traves de la cual la
ruptura del ATP crea un gradiente de protones & travas de 1a
membrana. €n condiciches fisiologicas, la primera dota a la
célula con la capacidad de transducir la snergia electrogquisica
de la oxidacibn de l1a glucosa, a enerQia quimica (ATP?
aprovechable por el metaboliuno celular, La segQunda, ®n cambin,
no parece ocurrir en condiciones fisioldgicas en mitocondrias
(eon eHcepcidn de las propias de adipocitos productores de
calor), cloroplastos y bacterias asrdbicas (11).

Expresada an términeos quimicos, la reaccitn catalizads por la

H*~ATFasa mitocondrial es la sigQuisnte:
ADP + PiI + AFH- —==> ATP + HaD .

La H*-ATPasa s® localiza an la cara interna de las crestas
mitocondriaies y esth compuesta por dos sectpress une porcidn
hidrofilica que protruys de l1a membrana (F1), y una porcidn
hidrofébica embmbida en la wmsesbrana (Fo). Exparimsentos de
wmDdificacidn covalente con inhitbidores (12-19, 30y ¥ de

fotomarcajes (15) han demostrado que =1 sector Fl dessspeia las



funciones cataliticas de la enzima a traves de sus tres centros
activos. For otro lado, ®! sector Fo ha sido recenocido como un
canal de protones que transloca en direcci®n inversa tanto a los
protones del potencial electroqulimico que se requieren para gque
822 lleve a cabo el proceso de mintesis, comb a 108 que Se QENEran
como preducto de la reaccidn de hidrdlisis.

La H*-ATPasa w3 una enzima que ha sufrido pocos cambios
durante el proceso de evolucion. Gracias a #sto, los estudios gue
se¢ han realizado scbre l1a H"-ATFPazmaws de organismos simples como
las bacterias, se puwden aplicar a la snzima de organismos mhws
complejos. D& aqul que esta seccidn incluya referencias propias
de la snzima bacteriana.

Lan preparaciones que se han obtenido a partir de difesrentes
organismos no son totalment: homogknesas €n 10 que & 3u ndseroc de
subunidades se refiere. Ex an! que se ha reportado La existencia
de 9—-10 polipéptidos para la enzima de higado de rata (17), 11-12
polipéptidos en ®l caso de hongos y algunos mami fercos (18-21), v
14 pplipéptidos propios de la enzima de corazdn de bovino (220,
Conh estos datos se ha_lieglun & un consenso de un minimeo Jde 12
pplipkptidos para la 'H""RTPIII de mam!fero. Propios dsl sector
tatalitico F1 son: alfa, beta, gamma, delta, #&psilon y un
pkptido disociable, la protetna inhibidora (23)) correspondisntes
a la interfase wntre ol sector FiI y la porcitbn Ffo son los
polipéptidos del cuellor O5CP, Fw y Fa (28, 25); por tltiso,
aguellos que forman wl canal de protones o Fo son a b y <

(26~28) .
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SECTCR CATALITICO F1

Los polipéptidos alfa, beta, gamma, odelta, epsilon ¥y la
proteina inhibidora, que componen & la F1, forman un  agregado
multimdrico de 347,000 (29) & 340,000 (I de peso molecular. A
través de estudios de recupsracitn de subunidades {31 vy de
marcaje de grupos 4aulfhidrile (32), S=m ha sstablecido que la
estequionstria de las subunidades que forman la F1 es de alfas,s

hetasy, gambas, duelta,, &psilon,, Fli,

#)Subunidades alfa y beta

Se cuenta con la secuencia de aminvacidos de las subunidadews
alfa v beta de la snzima de €. g0l3 (33) y de corazdbn de bovine
(34, 35). Su anhlisis revela que, aunque la homplogfa sentre las
subunitdades alfa y beta a8 manor que la qgue existe entre sus
equivalentes =n toda 1a escala filogendtica (3%5), us
suficientesente alta como para postular la existencia de wun
parentesto evolutive (33, 35, 36). Dado que las sscuencias
homtlogas sntre alfa y beta tasbién s Nhan detectado sn  otras
protetinas que unen ATP, -entre ellas, la Ca®*-ATFasa, la ATP/ADP
translocass, 1a miosina, l1a adenilato ciclasa, 1a
fosfofructocinama, =1 péptido bacteriano REC A vy la aspartate
cinasa~, puede SuqQerirse que la misma secusncia se distribuyé en
el genoma a travées de eventos secusnciales de duplicacidn gknica.

S& ha reportado que tanto 1a subunidad alfa comp la beta

cusntan con uh Sitio de unidn de nucledtidos (44, 45). D acuwrdo

L A



con #1 criterio de Croses, gt al (AAY, tres de los sitips de unidn

sun  cataliticos debido a qgue | ®1 nucledtidoe que albergan se

intercambia por nucletftido del mgdio durante 1a actividad: Jlos
tres restantes, por interacclonar con la enzima a traves de una
unidn mAs fuerte, no se intercambian a una velocidad compatible

con el proceso catalitico, Sp ha propuesto que los sitios de
unidn de nucledtidos no cataliticos se localizan exclusivamente
en la wsubunidad alfa, por lo/que &sta sOle cuenta con un papel

regulador durante la cathlisis (45-50). No o©obstante, otros

autores consideran que los itios de unitin de nucledbtidos
{cataliticos v no cataliticos) se jlocalizan en 1la interfase entre
la =subunidad alfa vy 1la beta (51-54), Recientemente, u= ha
sugerido que un sitio catalitico puede coenistir con un sBitio no

catalitico en una subunidad beta (55,

Por otro ladp, =k cuent con wevidencias muy fuertes gue
indican que 1s subunidad beta es la responsable de 1a actividad
catalitica. Esta conclusion) se obtuve a travis del uso de
anhlogos fotorreactivas de ATE y de inhibidores de la actividad
aQue S8 unen covalwntements 2l sitio active (12-1%, 29, 3273 en

ambos camos, ®1 marcaje 3r localizé exciusivapente en la
subunidad beta, mvidencia que muestra a dicha subunidad como wl
centro activo rwasponsable ® la actividad catallitica. Estos
estudiosn también han incidido en el conocimiento de 1os residuos
de aminokcidos que intorviensn sn 1a actividad de 1a subunidad
beta.- Entre ellos, residuos de Acido glutdmico, tirosina, lisina

y arginina, nue intervisnen respectivamsnte en la unidn de Mg=+

e = O



{37), ADP (37), adeninh nucledtidos (38 y fosfato (3%, 30).

b? Subunidsdes gamma, delta, epsilon y PI

Diversos estudios acerca de la estructura tridimensional de 1a
@«hZima muestran gque las subunidades menores de la Fl, gamma,
delta vy fpeilon, se encusntran en Ia porcion intermedia  deld
compleio F1-Fo, acoplando 1a zona catalitica (parejas alfa-bata?
al canal de protones Fo (34, 56, S7). En forma congruente,
experinentos de entrecruzamiento quimico (58) y de reconstitucien
de la Fl de €, Coli (59), ubican & la subunidad delta sn contacto
con la alfa, y la subunidad #puilon en contacto tanto con gamma
como con beta. Por lo tanto, pusde concluirse que las subunidades
méncres son las responsables de comunicar =1 resto de la porcién
F1 con el zector Fo. Cabe destacar gue cualquier modeln que se
postule para explicar la catdlisis de 1a H -ATPaga, tendrk que
mrxplicar cHmo un selep grupp de subunidades gamma, delta y épsilon
itnteracciona con tres posibles parejas cataliticas a)lfa-beta.

La oprotelna inhibidora (P1}) e 1a subunidad responsable de la
inhibicien de ta actividad de hidrolisis de 1a H*-ATPasa (400,
También es capaz d# inhibir la actividad de sintesis pero sdlo en
su fase inicial y nep tuandc ésta ha alcanzado w] estado
edtacionario ({(6£1-63), Existen evidencias que jndican gque ejerce
sSU funcién asociandose a 88lp una de las tres subunidades beta
{&4)Y. Dicha ascciacidn depende del estado ensrgitice de la
membirana (&2, &%, &6}, Misntras que el potencisl electroquimsice

deaplaza a la proteina inhibidora de su sitioc de accién (63, 1la

- -



hidrhlisis de ATP constituye un requisito indispensablie para que
pueda interactuar iphibitoriamente con la subunidad beta (&4, 47,
6B}, Estudios acerca de su mecanismo de inhibicion, han revelado
que la reaccién de recambio ATP-Fi es8 menos sensible a 1a
proteina inhibidora que l1a reaccidn de hidrolisis (69, 707,
Siendo que la reaccidn de recambio implica la hidrdlisis de ATP vy
wu posterior re-aintesis a partir de los produckos (ADP vy Pi)Y
albergados en el sitio . activp, Tuena de Gbmez Puyou, gt_al
racionalizaron que 1a acci®n de la proteina inhibidora consiste
en interferir con la liberacitn del ADP pegado & la enzima (71).
Pebtido a que 13 reaccidn de recambio ATP-Pi no iaveolucra 1a
liberacibn de ADF, =5 wmucho menos suceptible al efecto de la
proteina inhibidora que la actividad de hidrolisis, cuyo paso

limitante e, precisamente, ol desprendimiento de este

nucledtido.

e} Subunidades del cuellps 0OBCP, Fa, Fm

La H*-ATPasa mitocondrial cumnta con  dos subunidades gQue
participan en 1a unidn del sector catalitico Fi  a)l sector
maphranal Fo. Estas ,un 1la OSCP, wml f;ctor &, v @) factor B,

La proteina OSCP es l; subunidad que confiere a2 la H*-ATPasa
mu caracteristica sensibilidad a oligomicina, aunque no
cnnltltuy! ®]l aitic de unidn de este inhibidor (57, i4y. B® bha
sugerids que esta subunidad mantiene contacto con la subunidad
beta (72, 73). Bu funcifn mhs probable &% la de intervenir en 1a

unién entre F1 vy Fo (74).



El factor & o Fe tambien particips en la unisn entre Fi y Fo,

con la particularidad de gque resstablece las reaccipnes acopladas

a energia en preparaciones tripsinizadas del complejin Fi-Fo (75).

€1 factor B o Fu se ha identificado como uns subunidad gue Se

a8ocia a 1a Fo a través de su subunidad c, influyepdn en la

organizacitin del cahal de protones a traviés de sus grupps tiol

(24). Se smabe que Patimula las reacciones acopladas a energia,

como ®l receambio ATP-Pi, probablemente porque promueve la

transferencia de energfa desde la Fo hacia 1a F1, ¥ viceversa
{(78) .

SECTOR MEMBRANAL FOD

S8 ha comprobatdo que el swsector Fo es =l r-lpun.ablc’d. 1a

translocaci®dn de protones a través de la mesbranas, psrmitiendo un

acoplamlento entre las reacciones del sector catalitice y los

procespos energéticos (21, 78).

En €, coli enth compuesto por tres subunidades —a, b ¥y ¢c—, coh

una satequicmetria a., bz, Cio (79, 11}'. En el casp de
mitotondrias, ce ha reportado una sstequicmetria a,, by, ca (32).
De estas subunidades, la mhs estudiada es la c, también

conocida como protenlipido debido a st wmolubilidad wen

cloroformo/metanol, aunque nn contisne 1ipidons unidos

covalentemente. La interactitn del proteclipido con #1 inhibidor

-11-



DECD (diciclohexilcarbodiimidal repercute en una inhibicion odel

flujo de protones a través del canal o sector Fo (BO). Se ha

reportade Qque el proteolipideoc incorporade a liposomas, les
confiere 1a posibilidad de conducir protones) esta conduccibn se

inhibe con DECCD (B1I-83).

:'-12;



11. MECANISMO CATALITICO DE LA PROTON-ATPama.

Los estudios que Se han realizado hasta el momento, han
.revelago tres caracteristicas de la catllisis llevada a cabo por

la H*-ATPasa mitocondrialt:

1) La energisa del gradiente electroquimico de protenes —que se
qenPrra como producto de la actividad respiratoria—, se utiliza «n
el proceso de sintesis de ATP durante la unidn de sustratos vy
liberacitn de producto (84-B&).

2) La conversion reversible de ATP &n ADP v PL pcurre en el
sltio catalitico en ausencia de un cambioc en 1a enerqgla libre del

sistema (.G w 0) (B7-91).

k-3 La actividad de hidrolisis muestra una cinstica
copperativa. La unidn de sustrato a un segundo sitio acelera 10«
veces 1a velocidad de hidrblisis del primer sitio. Esta
acelwracibn involucra un incremgnto tanto &#n la velocidad de
ruptura del enlace como =n 1a liberatidin del producto (44, 6O,
92-%6), Concomitantemente, la enzima presenta una cooperatividad

negativa en 1a unifn de nuclebdtidos (Ba, ¥7).

A continuacitn se comentan brevemente tres de 1os scdelos gue

a2 han propuesto para explicar el mecanismo catalitico de 1a

-13—



H*-ATPasa mitocondrial)] estos song el modelo de tres sitios
- cataliticos alternantes, el modelo de dos sitios catalfiticos
alternantes y uno regulador, y el modelos de un sitio catalltico
y dos reguladores. Cabe destacar gque una diferencia central entre
estos modelon, se refiere a la participacién relativa de las tres

subunidades beta durante la cathlisis.
# .

a) rModelo de tres sitios catalliticos alternantes

Fropuesto por el grupno de Boyver, este modelo intenta explicer
[} mecanismo molgcul ar de l1a H"-ATPasa a traves de 1a
participacitn secuencial de tres sitios :-tnl!ti:én idénticos,
Que a lo largo del ciclo catalitico, sufren alternadamente
cambios sn sSu afinidad por nuclebtidos {(revision en 47). Dursnte
la actividad de hidrdlisis cada sitic, =n secuencia, lleva & cabo
lon siguisntes tres pasom: unidn de ATP, interconversion de ATP
fuertemente unido a ADP y Pi, y libwracitn de estos productos.
Eate modalo predice =1. misﬁn comportamisnto psro en  ssntido
inverse para el proﬁeso de sintesis. Cabe notar gue durante la
hidrblisis, 1a uniﬁn‘dc ATP promusve 1a salida de los productos
ADF vy Pi. Del mismo modo, durante la sintesis, la wnién de los
suntratos AP v Pi estimula la liberaclion del ATP formado (B4,
B4, B7).
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F=vaidn Faerte
=" faxy N
1= sitio nachivs ds baga

afinvdad pata lizandss,

3] Hodelo de dos sitios catalfticos alternantes y uno

reQul ador

Este modelt surge cost una modificecitn del addelc boverisno,
propussta por Grubmeysr y Fenafsky (92, 93). Estos sutores
postulan Que la enzima cusnta con sbla dos sitios cataliticos
para 1a hidrbalisis. Para #&sto, wse basaron sn sxperissnhtos de
filacitnn del andlogo hidrollizable TNT-ATP, #h los Que obServaroh
que msste nucledtido sO6l0 cuenta con dos sitios de union en 1a
H*-ATPasa. For lo demds, sste modrlo no difiere sustancialments
del modele boyerianc) tamblien considera gque los sitios sactaan
sscumncialsente ¥ £on una cinktica coopsrativa. Por su parte, el
grupo d# Oauthsron, sugisrse Que la subunidad bheta no catslitica

cusnta con funciohem reguladoras (98).

c) Modelo de un sitio catalftico y dos requladorss

Di varaos Experimentos de reconstitucion gn  particulss vy de

rearresglo dw subunidades c©on LICI wn la Fl soluble, wmw

-




interpretan por wl grupo de Wang cono mvidencia de la existencia
de una subunidad catalitica y dos reguladoras. FProponen un mbdelo
#n el gue un finico centro activo se ve constantemente influldo

por las diferentes etapas de ligacitn que ccurren sh las dos

subunidades reguladoras {(99-101}.,
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III. UNA MANIFESTACION DEL MECANISMO CATALITICO DE LA PROTON -

ATPasa: EL FENOMEND DE LA INHIBICION DIFERENCIAL.

La literatura ofrece muchos ejumplos de compuestos inhibidoras
que acthan de forma diferente sobre catda una de las actividades
de 1a H*-ATPasas. Entre ellos, la aurovertina (102), slguncs
andloges de ATP {103) y los compuestos de trialquilestaio (104,
10%) -~tpdos ellos inhlbtu;lnres potenteas de la hidrolisis que
afectan de forma mucho mAs somera 1la sintesis. Dado que la wmayer
parte de los modelom gQue s han postulado para explicar el
mucanismo catalitico de la H*-ATPasa {vease sodwlos referidos en
1la seccifin anterior), parten de la premisa de gue sintesis e
hidrilisis ocurren en una misma +via catalitica reversible, el
problema de la inhibicidn diferencial constituye una paradoja no
ruesuslta. La dificultad de explicar cbmo un compuestio, Que
obstaculiza un Gnico camino enzimAtico, afecta preferencialmente
afhlo una de las dos actividades que:. en &1 ocurren, ha sido
anordada por muchos  modelos a travks de consideraciones
cinbticas. Es asl como los modelos de tres y dos sitios
cataliticos alternantes ' explican 1a inhibicion drbstica de la
hidrblisis a traves de 1a pérdida de la cooperatividad,
Connideran que el sfecto superficial sobre la sintesis cbhedece a
que wata actividad ocurre a velocidades muche meanores. Por su
parte, #1 modelo de un sitio catalitico y dos regul adures sugiere

que la inhibicidn diferencial ocurre cuando un compusste
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interacciona con un sitio regulador que influye preferencialeente

sohre la actividad de hidrolisis.

.8Bin

embargo, 1la carencia

v

explicaciones totalmente

5atisflctorias. ha llevado a la postulacidn de otros mecanismos

de inhibicitn diferencial.,
dos de ®=11os,.

Matsuno-Yagi,

operar on dos modalidades cinéticas,

L?H‘Il ATPasas funcionales. Fostulan

alta,

por

l1a enzima funciona con una baja

el contrario,

cuando la relacidn

presencia de inhibidores, la nintesis

alta

Kmane

¥ un alto recambio.

Cen

A continuvacion se comentan brevemente

et_a) han propuesto que la sintesis de ATP pusde

dependiendo de l1la relacidn
que cuantdo esta relacidin es
Km®™" & un bajio recamdiog
se invierte, como suceds® an
se lleva a cabo con una

astos datos, razonan que la

relativa insensibilidad de la sintesise em la consscuencia del

efecto

cinktica de mayer recambio,

disminuye

compenSatorio gque produce la transicitn a una modal idad
la cual ocurre en el momento en qume

el namero de ATPasas funcionales. De acuerdo con émsto,

consideran que la seneibilidad de la hidrdlisin estd ocasiohada

por

valores de la actividad,

(1048) .
Por otro
fentwm@no de

la ausencia de efectos compensatorios gue aumenten los

como surede en ®l caso ds la sintesis

lado, el grupo de Griffiths ba interpretado que =l

1a inhibicién diferencial o8 una manifestaciodn

dr 18 existencia de dos caminos cataliticos diferentes para

afntesis e hidralisis. FPropone

imhgenesn

que

ambas actividades no son

en el espeio, por lo que la H*—ATFasa mitotondrial debe



considerarse como una enzima bifuncional, y por ende, asimétrica

{105) .

Los resultados del presente trabajo y las conclusiones que de
ellos se derjivan, pueden ser explicados per meganismos similares
& los propuestos por el grupo de Griffithe. La spspécha de que 1a
inhibicidn diferencial es consecuencia de la estructura
asimttrica de la H*-ATPasa, urge a una exploracion mas detallada
de lom mecanismon mole:ularél que le dan origen, De aqui 1la
importancia de estudiar la cindtica y £1 mecanismo de accidn de

un inhibidor difersncial como el trifenilestaro.
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‘- Preparaciones Bioldgicas.

#) Aislampiente de mitccondrias.

Aplicandn l1a weetodologta descrita por Low vy Valin (107}, s
phtiene una preparacidn enrigquecida de aitocondrias de corazén de
ren. Ewta téchnica conmiste, bisicamente, en el rospimiento
mecinico de las células y en 1a obtencidon de las mitocondrias por
centrifugacitn diferencial. El siguisnte esguesa describe los
detallies de sste proceso:

iUn corazén limpio de grasa, codgulos y teijido conjuntivo

Holimiento durante 1° en una licuadora industrial

|

Adicidn de 41. de buffer (sacarosa 250w, EDTA 15eM, Trim SaM

PH 7.4) l

Ajuste del pH a pH 7.8 con una splucidn saturada de Triema

|

HomoQenizacion de la mercla licuando durante 1° 30"

l

Certificacitn del valor del pH (pH = 7.&)



Centrifugacidn a 1100 ¢ g durante 10*

Sobrenadante Paquete de células snteras y nacleos
Filtraciotn por tres capas de gasa
Centrifugacitn & 146,000 2 g durante 10°

Sobrsnadante Precipitado

Resuspensidn -n buffer (sacarcsa

230mM, Tris %SaM pH 7.4)
Centri fugacitsn a 400 8 g durantes 10
/ \
Sobrenadants Pagquete de aipsina
Centrifugacidn a 10..000 r«p.m. por 1%
Precipitado de sitocondrias pesadas (acopladaw) y ligeras
b} Preparacion de partfculas subsitocondriales Hg=*-ATP.
La phtencitn de particulas submitocondriales MQT--ATP se llisvd

& cabo segtn 1a aetodologia reportade por Lew vy  Ernster (108,

-t



Conainte esn la formacién de vesfculas invertidas, de la membrana

interna de 1la mitocondria, por sonicecibn con ondas de

ultrasonideo. Esta preparscidn ofrece grandes ventajas para la

expsrimentacién, pues en ella, o1 sector catalitico Fl1 me

sncuentra en la parte skterna de la vesiculag de esta foraa, se

encurntra en contacto directo con l1os componentes del medio de

reaccitn,
La purificaciotn de estas particula=s e lleva a cabp en
presencia de Mg*+~-ATP, =ustrato de 1la enzima. En estan

condiciones, ®e obtienen con un alto grado de acoplamiento y con

uha actividad hidrolitica muy baja debido a su alto contenido de

protetna inhibidora. Los pasos a seguir en ssta metodologia sont

Suspensidn de nitocondrias en sacarosa 250mM y ATP &mM, & una

concentracidn final de 20mg/ml.
Ajuate del pH a 6.9-7.2
Sonicacibn durante i’ en baifo de hielo
Centrifugacién a 17,000 $ g durante 15°
TN
Sobrenadants Pagquets de mitocondrias intactas

Centrifugacién a 105 3 g durante 40°

. ~22-



Sobrenadante Precipitade

Resuspensidn en sacarosa 250mM

Centrifugaci®n a 105Kk % g durante 40"

N\,

FPrecipitado de particulas submitocondriales Sobrenadante

AesuspeEnsidn en sacarosa 250mM & una concentracién final  de

40—-560 mg/ml.

I1. Activacion de Farticulas Mg®--ATP.

Comno ya s» ha mencionado, las particulas MgQ@+-ATP prassntan
una actividad bhidrolitica esuy baja que obedece a su alto
conteanido de protetna inhibidora. La remocidn de esta subunidad
de nu sitio de accidn, repercute en una estimulacion de 1a
pctividad hidrolitica de hasts 10 v IS vaces. A sste proceso se
le conote como activacidn de la ehzima. Beltran, gt_al (1092 bhan
reportado qgu# 1l1la H*-ATFasa mitocondrial pusde ser activada sin
desacoplamientn en presencia de fosfato e incubando a 38 C en un
PH neutro o alcalinizante., Las cohdiciones del ensayo sont
sacarpsa Z2508M, HaPGs, pH 7.4 y 38 C, Conviens utilizar un medio

acucso compuesto per agua deuterada  (Duth, debido a que #sta



favorsce las interacciones hidrofébicas, y por lo tanto, preassrva

1a eatructurs sesbranal y =] estado acoplatity de lan particulas.

NOYA _INPORTANTE: La mayor parte de los sxparimentos descritos
an este trabajo se realizaron con particulas submitocondriales
sctivadas, En aguellos pocos casos en lps que &sto no ocurrid,
se eopecifica cleramente =1 uso de particulas submitocondriales
no activadam. La actividad de las difersntes preparacionss
{activadas) cobtenidas ocmciléd entre una velocidad de 4.6 y 5.2
pmolas/mg  min  en la hidréolisis, v 0.3 y 0.4 pmol-l!uq min &n la

sintesis.

111. Detmrminacién de Proteina.

En todos lom casows, la concentratisn de proteina de las
mupstras se determind utilizando la técnica reportada por Lowry,
et sl (110), la cual funciona en un intervalo ds O—quu. En wmste
procedimiento && agregan a la muestra: agua hanta 0.8 m1, O.1 m
805 al 10% v 2 ml de wsolucidtn C (1 Al de Cu 804 + tartrato de
Na*-K* + 1 ml NAaCO* a1l 2% en NaDH O0.1N). Se reposa 10" ia
miestra on este medio alcalino, y posteriorsante se adiciona 0.1
ml de reactivo de fencl de Folin-Ciocalteau 2ZN. b--pull de 13+,
s» registra la absorbancia a 540nm, Se utiliza albbmina sérica

bovina para trarar una curva satAndar.



V. Métodos Espectofotomitricosa de Cuantificacion de ia

Actividad.

a) Ensayo de actividad de hidrdlisis.

Se registrd la attividad de hidrdlisis de Jas particulas
Auhmitocondriales a 30 €, siguiendo el matodo reportado por
Pullman, w#t #) (111}, El medio del ensayo esth compuesto por
sacarosa S0mM, Tris-0Ac 285aM pH 7.4, K{OA:) 30mM, Mg2+—ATP 3ImM,
NADH ©O.2mM, funfnennl'p:lruvntn imM, rotenona Spg, FCEP 3}:9,
piruvato cinasa 10U y deshidrogenasa lactica 10U. En eate sistema

octurren tam siguientes reacciones

ATP ————————————3 ADP+Pi  PK DL
hidrdlisis + - ~3 Piruvato -——-—pc<——35 Lactato
MO
ATP HNADH NAD

A 340nm la velcocidad de desaparicidtn de NADH permite calcular

l1a velocidad de hidrdlisis mediante la siguiente foraulas

Dabm./min % Vol. cubeta

vela = = [micromolams/mg mind

5,22 % mQ

donde, 6.22 corresponde al coeficiente de extincidon solar del

HADH. -



b) Ensayo de actividad de sintesis.

La actividad de sintesis de las particulas submitocondrisles
s midiég & IO C en un medic con Tris—0Ac 25aM pH 7.4, MQ(DAC) o
10mH, glucosa SOmM, NADP 1umol/ml, ADP 2mM, KHaPD, iSmM, AMP Sel,
hexoquinasa Su ¥y Qlucosa & fowsfato deshidrogenasa Su. En

presencia de ATP, se 1levan a cabo las siguientes reacciones:

MgE* HX DH
ATP + glucosa ——+«—=~=—w»=5 Blucosa—-&F -——— > 6 fomfo-—
w gluctnico
ADP MNADP NADPH

A 340nm, la velocided de formscidn de NADPH sw utiliza para

calcular la velotidad de sintesiss

Labs./min x Vol. cubeta

Velg o - Cmlimronslansog atnd

&£.22 x ®»g

donde &.22 corresponde al cosficiente de axktincidn molar dael

NADPH.



V. Matodos Radivactivos de Cuantifjcacidn de la Actividad,

&) Ensayo dw actividad de hidrdlisis.

La velocidad hidrolitica de las partfculas subaitocondriales
se detersind a 30°C cuantificando la formacion de *>Fi a partir
de 0O -=3F1-ATP, de acuerdo a 1a wmatodologia reportada por el
grupo de ObLeez Fuyou (112). La ssestra se procesa agregindole 1
wml de agua, 0.3 ml de acetona vy | ml de reactivo de solibdato (3g
de haptasnlibdato de amonioc, 40 ml de Acido sulférico 10N en un
volumen final de 100 ml). El1 F1I del medin Se incorpora a un
cospueato de fosfomolibdato soluble enh solventes orgdnicos. A
continuacibn, se agrega 1 sl de acstato de butilo (fase
orghnical, se agita perfectasente #n un serclador Vortex y se
centrifugs a 1,%00 r.p.m. durante 2 min pars ssparar la faue
orginica de la fase acubsa. Be toma una alicucta de 0.4 ml de la
fame orghnica y se ctloca en un papel filtro, gque s= cusnta en

viales con liquido de centellso de Bray.

b) Ensayo de al:t:ivtdnd de sintesis.

t.a velpcidad de sintesis de las particulas subslitocondriales
s® ocbtuvo mvaluendo & S0°C la forsacidn de [([—S*PI1-ATF a partir
de ADP y FAp{, El procedisisnto consiste an agregar a la susstira
O.5 @l de solibdato de asonio (al 3.3% en HeaSDs4 3.7N) y 0.1 al de
acetona. Towico el PL no incorporado sn ATP rescciona foraatdo un

compuesto de fosfomolibdato, w1l cual pusdes wxtrasras «Jregando

e



una Fase orgbnica (2 ml de iscbutanol benceno). Se realizan 7
extracciones mds en presencia de 20 ul de KHaPDas 20mH
{acarreador), ©.1 ml de acetona y 1 ml de isocbutanol bencenoc. De
la fare acupsa, libre de *>Pi, s& toma una muestra de 0.4 ml, ae
aplica & papel filtro y se cuantifica el contenido de L[] -2®PIATP

en l1iquido de centelleo BRAY.

Vi. Medicitn del AY generado por 1a actividad respiratoria.
El potencisl electrogquimico se define comos
B'FIH" - LY +(—pr Z)

€1 componente eléctrico del  potencial tAYY  se  midis
registrandn w1 cambio de absorbancis del oxoneol ¥V, que ccurrwe
cuando s# acumulan carQas positivas en la superficie de 1la
membrana. Se utilizé O.S.uﬂ de oxpnpl V en el amortiguador de
sintesis (Tris—-DAc 25mM, MQI(OAc)ae 101 vy QluchDsEa SO . La
wedici®dn se llwvé a cabo ®n un espectofotOmetro de doble haz

calibrado en £30nm (mohocromador 1) y &03nm {(monoeromador 2).
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V1l. Cuantificacitn de los *H-adenin nucledtidos unidos a 1a

enzima.

Se determind el contenido de 3H-adenin nuclebtidos de la

enzima utilizando la metodologia reportada por Penefsky (113).

Enta téenica consiste eéen incubar la enzima con  *H-adenin

nucledbtidos en un medio de hidrblisis (sacarosa 200mM,

20mHM pH 7.4,

Tris—0Ac
HoR+r-I_H-ATP SOPH, fosfoenolpiruvate 20mM, RU(ODAC)
20mM, carboxiatractilésido BOpM, Stadenosina pentafosfato SqFH)s

posteriormente, se filtra 2 veces centrifugando 1’ en una columsa

de Sephadex (fine), debidamente mquilibrada con buffer (sacarosa

200mM, Tris-0Ac SCaM pH 7.4). Las particulas filtradas carecen de

los componentes del medio de reaccibn. 8¢ 1w adiciona 8DS (2%

final} y s® toma una alicupta para medir proteina y otra para

cuantificer 21 tritio en 1ligquido de centellec TRITOSL.. La

adhesibh de FH-adenin nucledtidos se calcula mediante 1a

siguiente formulat

1 ml nmol *H M.Reaccidn
fc.p.m. = blanco} x ® ]
’ Vol. coptado cusntas totales
1 mg 1
% ®

.42 nmol F1 mg/ml
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1. Anklisin cindtico del efecto diferencial del TPhSn sobre las

artividades de sintesis e hidrdlisis,

Entre low inhibidores difersnciales, la familia de compusntos

de trialquilestafo son los Que producen una diferencia mhs

drastica entre 1a inhibiciédn que producen en la actividad
Mdrolitica v la que causan wn la actividad sintética de 1a
ATPasa mitocondrial. Ejercen su accidn inhibidora interactuando

con un sitio de alta afinidad localizado en la porcién Fo de 1a

enzima qQue no es compartido por otrow inhibideres de canal como
oligomicina yv diciclohexilcarbordiimida (DCCD)Y {114,115), Hasta

la fecha, =s descopoce 1a lOcalizacitn exacta de dicho sitio,

aunque ®xisten reportes que establecen ques los compusstos de

trialquilesta¥c pusden reaccionar con residuos de histidipa y
cintatna {1146, 117) o unirse a ticles, sonoticles y ditioles
(118, 119, 120). Diversos estudios realizados con Bl Compussto

trifenilestako, muestran que oste inhibidor presenta una cindtica

no  competitiva, y que su efecto sobre la ATFasa estriba en su
capacidad para disminuiv la transloCacidn de protones & travis de
la porcitn Fo (121). Eanta conclusifn se cbtuvo observando que &l
TPHhSn inhibe 1a relajacidn anaerébica del potencial en particulas

carsntes de F1, v -no afecta 1a actividad de la Fi spluble.

—-%0—



El anAlisgis de la cindtica de inhibicién del TPh8n (Figura 1)
mukatra que concentracionss qus inhiben un B80% la hidrblisis
tAnmal an/mg); ho afectan de forma slguna la actividad sintbtica.
Concentraciones mayores si inhiben la actividad de sintasis. Dado
que =n pressncia de C1- =l TPhEn es capaz de funcionr comb
intercambiador C1—/70H-, sus propiedades desacoplantes son suy
ostensiblies., Bin -llur‘go. todos 108 sxperissntos descritos en
este trabajo fueron realizados en ausencia de Cl=. Por 1o tanto,
la dnhibicibn que se ocbserva de la sintesis o8 real y no obhedece
a un abhstisiento del components slbctrico del potencial a altas
concentraciones del inhibidor, FPara corroborar este hecho, e
realizéd 1la medicién experimental del A ‘P generatio por ia
oxidacidn de succinato en la cadena respiratoria, a difersntes
concentracionss tdel inhibidor. La figura 2 claramente susatra gue
el mxca#so de# TPh8n no afecta 1a formacidn del « Ni Sy
magnitud. Como control interno de 1a inhibicidn de la hidrolisis,
1a Ffiqura 2 pressnta la medicidn del potencial generado por la
hidrolisis de Mg™-ATF. La talda que s® observa de este daltisd
potencial al incrementarse la concentracién da  TPhBn,

corrmlaciona con 1a inhibicibdn de la ectividad hidrolftica.
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‘ Eigquras 1.- (a) Efecto de diferentes concentraciones de TFhSn
sobre la stntesis y la hidrdlisis de ATP.

Las particulas submitocondriales fueron incubadas durante 5*
con ®!  inhibidor. La sinlegiz i3°P -—5 L[§-"2PI1ATP) Ge midio 3°
despulbs de gue las particvlas entraron en contacto con un medio
compLEeTto por wsecarosa  2000M, Tris-0/c 20mM pH 7.4, *2Fi 10mM,
M (0A=}r= 10mM, succinato 20mM, ADF ZmH ¥ ARSA SOPN.
Posteriormente, se cuantifica el LY-"2FI1ATF formado tal y como se
dgescribhe en "Material y Metodos". La hidrdlisis se midio
rapectofotonptricamente en un medio con sacarcesa S0mM, Tris-0Ac
285mM pH 7.4. {0AC) 3I0OMM, MgEr-ATP 3ImM, NADH 0.2mM, PEP 1mm,
rotenona Tpg., FCCP 39;. piruvato cinasa {0u y deshidrogenasa

1hckrica 104

{b) Datps del panel (a) enpresados en términos del porcentaje

de la activided inicial,

Figura_ 2.- Efecto de diferentes concentraciones de TPhSh sobre
el potencial genereado por sSuccinatp ¥ por
rg@=-aTP,

El registro se 1levd a cabo en un medio con Tris—-0Ac 2Z5mM,

Mg (0Ac)x 10mM, glucose SOmM, 0.5pH oxonol y 0.1 mQ de particulas

aubmi focondrial es previamente incubadas 5° con ol inhibidor.



El andlisis de 1a actijvidad de sintesis evaluada a través de
la acumutacitn de EX-SHP:INI'P en presencia del inhibidor v a
di ferentes tiempos de incubacidn en el medio de reaccion  (Figura
3, muestra un conportamiento cinegtico, en 21 que se obeerva una
marcada influencia del tiempo sobre la iuhibiclon producida  por
cl  TPMSn. En este experimento se usaron dos concentraciones del
compue=sto inhibidor: 1) 4 nmelas/mg, que no afectan la actividad
sintétjca y 2 & nmolam/mg.,. que inhiben esta actividad en

aproximadamente un 20%.

Un acercamiento mas detallado de este fendmeno involucrd su
exploraci &n en un amplio espectro de concentraciones del
tnhibidor (Figura 4). \Los tiempns elegidos para este anblisis
corresponden al minuto treinta y al minuto cuarenta y cinco de la
figura X. Comp puede chservarse en la figura 4, 1la inhibicidn
}Ilevada a ¢tabo por 21 TPhSn  sufre alteraciones cuando las
partfcul as son incubadas por tiempos de treinta y cuarenta vy

cinco minutps en €1 medic de cintesis.

La 4interpretacifn de que han sido objeto 105 resultados de l1a
figura 4, descarta la posibilidad de que 1la aparicién de los
picos Que rebasan el J004 (Fig. 4 (b)) de la actividad este
ligada a un efecto de eatimulacidn de 1a sintesis por parte del

TPhSn. For el contrario, se considera que la elevacifin de Jos

-T2 —
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Eigﬁ;g 3.~ Efecto del tiempo en la acumulacian de Y -2=£)AIP
de particulas submi tocondriales control, *
4nmol/mg min TPhSn, t &nmol/smg min TRhSn.

El ensayo 2 llevdb a cabo en un medio con  sacarpsa  200mb,
Tria-Oac 20081 pH 7.4, Mo(DAE)o 10mM, 33Fi 10mM, wuccinato 20mi,
ADP 2mM, APpSH SGFH Y particulas submitocondriales (1.7mgQ). La
cuant) ficacitin  del tx =*2p31ATF formado se 1leve a cabo comp s@

describe en “"Material y HBtodos".

Figura 4.+ {a) Efecto te diferentes concentraciones de TFh&n
sobre la acumulacion de (% -*=PIATP a los
tiempos 3, 30 y 45 minutos.

Las muestras con y sin inhibidor (0.73mg) se incubaron durante
jps tiempos indicados en un matraz oxigenado com medio compuesto
por sacarosa 200mM, Tris-DAc 20mM, Mg (DAc)a 10mM, ot 8 10mM,
suceinato  20mM,  ADP 2aM y ApSA SOpM. La formacitn de Y -==2F1ATP
s determind como s reporta en “"Material y Métodos". La curva de
hiﬁrblisis referencia 58 oObtuvd espectofotométricamnente o©on
presoncia de sacarosa 50mM, Tris-OAc 2S5mM, 12{0Ac) 30mM, Mg=--ATP
SeM, NADH ©,2mM, PEP 1aM, rotenons 3pg, FCCP 3ug, piruvato cinasa '
1ou y deshidrogenasa lactica 10u.

th) Datom del panel {a) pupresados en términos del porcentaje

de la attjvided inicial.



voalores de acumulacidn de ATP es una consecuencia esperada de 1a
fuerte inhibiciédn de 1a hidrdlisis a concentraciones bajas de
TFhSh, Como todos los experimentos se realizaron en ausencie de
glucosa vy de la enrima hexoquinasa (trampa de ATP que utilicza
todo o1 ATP del medio para fosforilar 1a gluceosa y producir ADFY,
el ATP products de la actividad de sintesis se acumula en el
mrdio de reaccién. Mientras gque durante tres minutos de
incubacién rn 2] medic propicio para la sintesis, la acumslacidn
de NTP eos escasa (Vmax. mintesis = 150 nmolas/mgl,; a los treinta
y rcuarenta y cinco minutos su valor es considerable. Por ende, a
catps tiempos. 1os niveles del nucledtido sintetizado serdn  muy
al*ne, debidn a que la concelacidn de la actividad hs&rbllticn
powr e TPhSn roporcute en la conservacion del mismo. De  forma
contraria, en ausencia del inhibldor (vease el intercepto), los
nivele=s de ATP s=erdn menores vy reflejaran w1 balance Que se
ratablece entre la sintesis v 1a deplecién por hidrblisis,

Dadn quer el comportamientc antmalo de las curvas de
incorporaciftn de 32P{ a leos tiempos de treinta y cuarenta y cinco
minutos se interpretd como consecuencia de la acumulacion ds
r -»2pIATP en el medio de reaceidn, se decidid realizar el sismo
erperinente ©n  presencia de glucosa y de la enzima hexoguinaga,
para ascourar la renocion de la mayor parte del ATP del medio. La

tigura 5 muepstra los resultados oblenidos.
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Eigura 5.- Efecto de diferentes concentraciones de TPh8n sobre
ia acumulacion de t!-”PJhTP a los tiempos 3, 30
Y 45 minutos en presencia de hexoquinasa.

Lan muestras con y 8in {tnhibidor (0.73mg) se incubaron durante
Jos tiempon inditados en un matraz oxigenado con medico compuesto
por sacarosa 200mH, Tris-0DAc 20mM pH 7.4, MQ(DAC) 10mM, glucosa
3I0mM, F=pi 10mM, succinato 20mM, ADF 2mM, APSAH SQPN y hexoguinasa
100u. En este ceso se determind la formacidn de [Y ~37FIATP
midiendo la desaparicibn de 22P{ a través de la técnica que se
utiliza para cuantificar la formacitn de este anién (ver
"Material y Mttodos".

(&} Datos del panel (&) oupresadosn en términos del porcentaje

de la actividad inicial.,



La enzima hexoquinasa, por remover el ATP del medio, anula la

actividad hidrolitica de la ATPasa mitocondrial, Ldgicamente, 1la

inhibicitm nue s observa en estas copdiciones corresponde

enteramente a la inhibicitn de 1a actividad de sintesis. En estas

tondiciones, a diferencia del oiperimento de la figura 4, la

inhibicisn del TPhSn no varia sen el tiempo y s& presenta idéntica

» la nqne puede registrarze espectrofotomttricamente (ver Fig S

ih)}. Por 1o tantn, puede concluirse gque la discrepancia Que se

observa entre los resultados de las figuras S(b) y 4(b), indica

gue la presencia de ATP en el medio e3 l1a responsable de las

alteracipnes en la inhibicien del TFhSn comentadacs snteriormente.

Con el obhjeto de diacriminar entre un efecto netamente

cingtico, ocasionado por la inhibicitn de la hidrélisis, vy una

participaci®n real del ATP en @1 proceso de inhibicién del TPhEn,

age decidity evaluar el efecto de dicho inhibidor scbre 1a

fosfaorilacidn en presencia de un cexceso de ATP frico, es decir, en
rondiciones de hidrétisis. La figura & muestra 1os resultados de

108 estudios sohrei

1} o1 efecto del TPhSn sobre la fosforilacibn en preasencia de
1M ATP.

2 el efecto del TPhSn sobre la hidrlisis en condiciones de
fozforilacion {es decir, en presencia de succinato y ADFP, ¥ en
suwaencia de desacoplantes).

31 w1l cfecto del TPhEh sobre la fosforilacidn normal.

%4~



Para facilitar el analisis de las cinéticas presentadas en la
figura &, me permitire comentar cada panel por separados

FPanel ta),~ Se muestra nuevamente que las cinéticas de
acumul acibn control y con 4nmolas/mg de TPhSn =on similares a
tiempos cortos. En presencia de una concentracion de énmolas/mg
TPhSh, fue causa una disminueidn del! 20% en 1a velocidad de
stntesis, los wvalores de acumulacidn son consistentemente, 20%
menores.

PAnel (bh).- Se evidenéia el aumonto congruente &n 1os valores
de acumulacitn de ATP sintetizado al adicionar al medio ImM de
ATP frio. Exiaten dos razones cinéticas que Jjustifican ests
hecho. La primera consiste eh que parte del exceso del ATP frio
afadido, merd hidrelizado y contribuird & aumentar la magnitud
del potencial de membranay como consecuencia, se llevard a cabo
una sintesis no neta de [“-22PIATP a partir de 37P, cuyos valores
s sumardn a la sintesie neta., E! seqgundo factor que interviene
oen este fenbmeno es que el exceso de ATP  ‘'"exbgeno” ino
sintetizado por la enzima) serd hidrolizado por @a ATPasa,
probabilisticamente, en mayor proporcidn que el rf—==PJATP recien
sintetizado. Dehido a #sto, we conserva mhs [ -32RIATP que en la
condicitn contrel (sin ATP frio) en donde se penen en juege las
contribuciones de sintesis ¢ hidrdlisis. La adiclién de inM de ATP
detiene practicamente la hidrélisis del [§ -=*FPJATP sintetizados
peyr  ende, puede considerarse, fenocaenoldgicamente, comoc una
condicibn de sintesis absocluta, equivalente a la qQue ocurre en

presencia de hexogquinasa. For esta consideracibdn, uno esperaria

. e o A ke enr o w . = — - e S



que a una concentraci®n de 4nmplas/mg de TPhBn, que sélo inhibe
Jja hidrdlisis y no l1a sintesis, las curvas gue muestran la
fosforilacibn + 1mM ATP v la fosforilacidn + 4nmolas/mg de TPhSh
+ 1mM ATP debieran =er igualen. FPor 10 mismD, la curva que
presenta la fosforilacién + Anmolas/mg de TPhSn, que sigue
conservando un 13% de hidrélisis, debla presentar valores
ligeramente menores gque low de la curva gue refieja la
fosforslacion + ATP. E] migmp criterio pusde aplicarse a las
particulas incubadas con dnmolas/mg de TPhSn, aunque esperando
valores 2Z0Y menores que 1ot de La curva de fosforilacidn + ATFE y
de 18 curva tedrica de faosforilacidn + Anmolas/mg de TPhEn + ATPR,
debido a la disminucion real del 2074 que dicha concentracion de
TFhSn ncasiona en la actividad gintética,
Sin embargo, =n contra de lp esperado, e cheerva
‘enperimentalmente que en presencia de iImM de ATP “exfgenn” la
inhibicitn deel TPhSN sobre la acumulaciédn de ATP &8 muchOo mbhs
drstica.

FPinel (w).~- Se presenta la curva de hidrdlisis obtenida en
condiciones de fosforilacidn. En dichas condicicnes, la actividad
hidrolitica e« muy baja. Este efecto se encuentra ampliamente
documentade &n la literatura) se sabe gque la pressncia de ADP
inhibe 1a velocidad hidrolftica (i122-124Y3 wse sSupone que el
succinatd desplara la catdlisis de 1a enzima hacia la direccion
de sintesis, probatlemente confiriéndole una nueva conformacidn
en 1a que 1a afinidad por ADP vy Fi e5 mayor (125, 12683 ¥y por

Altimo, se conoce fgue en ausencia de desaceoplantes 1a actividad
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Eigura 6.~ (a) Efecto del TPhSn en 1la agumulacian oe
cf-=3p1ATP medida a tiempom cortos (0-12
minutos).

El ensayo se llevd a cabo con partfculas submitocondriales

{1 my) con y uin inhibidor {control) en un madio compuesto por
sacarcga 200mM, Tris-OAc 20mM pH 7.4, MgQ(DAc) 10mM, ==Pi 10mM,
sutcinato 20mM, ADP 2mM y APSA quﬂ.

by Efectn del TPhSn‘en la acumulacién de [ -=2PIATP medida a
tiempps cortos (0-12 minutos) en presencia de Mg*+-ATP 1mM.

Se siguid #1 mismo protocolo que en el panel (&) perp en
preasencia de Mg*~-ATF ImM. Con el fin de comparar las curvas de
ambos pAneles, se incluye 14 curva control del panel {(a).

{c) Cursc da la actividad hidrolitica de lak particulas
submitocondriales cuando &éstas 2@ encusmntran en las condiciones

experimentales del panel (b)) (Mg=*--ATP).



fMidrolitica nunca llega & a su Vmax. Este pAnel tambidn susstra
la actividsd wmuy bDaja de 1a hidrdlisis inhibida por 4 vy
&nmolan/eg de TPNhEBN.

Por todas las consideraciones anteriores, ss llega a la
conelusitén de que el TPHhSn es capsz de inhibir la stntesis de una
manera wis poderosa en presancia de ATP. Esta conclusidn invita a
1a revaloracidn de 1a figura 4, Un andlisis supsréicial de la
figura 4(h) podria llevarnoe & 1la conclusidn errdnea de gque ol
aumento de 1a contentracién de ATP en sl madio, al ausentar e}
tiampo de reaccibn, conduce a una inhibicidn cada vez sis somera.
For e) contrario, lom datos smanados e la figura & confirman =}
efectt opussto, La solucién de esta sparmnte paradojs e
ancusntra =n 1a racionalizacisn de que si ®1 ATP no afectara la
inhibipiédn de 1la sintesis por e1 TPhEn, los valpres de
atupulacitn de la figura 4, en =l minuto treinta y cuarenta vy
cinco, wserian smucho mis altos.

Con objeto de caracterizar el pspel del ATP en =1 procesc de
inhibicion del TPNhSBN, se procedid a estudiar, a traves de una
curva de coententracion, ia influencia de di ferantes
concentraciones de Mg**-ATF wn los valores de la actividad de
sintesis (sin y con TPhSN) y de 1a actividad de hidrdolisis en
condiciones de fosforilacidn (ain y con TFRBnY.

Resulta importantes destacar que catia punto del experisento que

migstra 1a figura 7 se realizd con una concentracion suy baja de



particulas submitocondriales (12.5ug.), con el fin de que las

variociones en la concentracion de ATP del medio, dadas por la

sintesis del nucledtido a partir de ADP ¥y Pi, y por su

nidrélisis, no fupran significativas, De esta forma, se pueden
evaluar los resultado=z del experimente sin tener que sean la
consecuencia de alteraciones fueortes eon la cohstante de

equilibrio de 1a& reaccién.

La curve de fosforilacien control de la figura 7 nmuestra el

curso Que sigue la acumulacibn de ATP al ir aumentando 1a

concentracitn de Mg@+—ATP en el medio. El inctremento inicial que
se observa en la velocidad de sintesis, a) pasar de la condicion
de qyﬂ ATP no radicactive a la de !ODPH. cbedece a la cancelacibdn

de la hidréolisis del AT®*FP recién sintetizado causada por 1a

hidrblieis, probabilisticamente preferente, de 100uM de ATF no

radipactivo presente en el medic. Gracias a bsto, las velocidades

de sintesls registradas corresponden & 1a sintesis absoluta (no
mermada por 1a actividad hidrolitica). La estabilidad de los
puntos suvbsiguientes {(pbtenideos a 200, 400, bHOO, BOO Yy lOOQpH) no
es wino el reflejo de 1a constancia en la relacidn ATF fbﬁﬂﬁ. Es
un hecho conocido gque en el estado estacipnario, el Jjusgo que se
egtablece entre ‘la ‘sintesis impulsada por el gradiente
elmctrogquimiceo y l1a& hidrolisis del ATP recién formado —que a su
vez genera un potencial de protones que contribuye a la sintesis
de ATP—-, copduce a un valor constante de conssrvacion de ATP.
Eate efecto pucede cbservarss claramente 31 comparar las curvas de

tonforilacién & hidréliels control {(pAnel {a) vy phnel (bl,

-3B-
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Figurag 7.— (a) Efecto de 1a concentracién de ATP en le

inhibicidbn que provoca el TPhSn sobre 1la
acumulacien de C¥-=?FIATP.
12.5uty de porticulas submitocondriales se incubaron durante 37
en un medio conpuestn por sacarosa 200mM, Tris—-0Ac 20mM, Mg(OAc) 5

10mM, APy 1OmM, succinato 20mM, ADF 2ZmM vy ApSA 50}1!‘1.

Posteriormente, se determind el tﬁ-—“P:RTP formados como sSe

especifica on "Material y Métodes'.

(b} Valcres de 11a actividad hidrolitica en las condiciones

experimentales del panel (a),



respectivamente) en =us altimos puntos, gue corresponden a un
estado eatacionarico. En estos puntos, ia relacibon
sfinteaje/hidrolisis es igual a 13 £8to =5, una wvez alcanzada
cierts acumulacien de ATP en el medio, todo agquello queo sBe
aintetice serh reciclado a través de su hidrélisis para 1la
farmaci®n de potenclial utilizable por la =intesis, Por su ladp,
la curva de hidrolisis control tver Fig, 7(b)) muestra el aumento
en la wvelocidad de esta actividad, al incrementar la molaridad
del ATP del medio, heuBta alcantar su VYma en condiciones de
fosforilacibn.

Congruente con 1os resultados de las figuras anteriores, las
curvas de fosforilacitn en presencia de TPhSn de la figura 7i(a)y,
muestran el aumento notsble en la iphiblicitn que provoca el TPhSn
al irse incrementando la copcentracibn de Mg@=~-ATP. A A4C0ul de
ATP, =e registran valores de sintezis 50% menores que lo® que
corresponden a 1a inhibicidén por T#hSn en auvsencia de ATF (ver
interceptol. Dado gque el exceso de ATF frio "ex6gene” conserva al
nuciedtido radicactivo recien sintetizado, 1os registros muestran
la sintesis abspluta. Por 1o tanto, el incremento en 1la
inhibicitn del TPhSnh en presencia de ATP em real y no obedece a
1a contribucisn —de cualquier forma minima~, de la hidrolisis en

condiciones de fosforilacitn inhibida por TPhBM.

Con &1 fin de explorar un poco mAs €1 mencionado efecto del

ATP wobre 1a inhibicion diferencial del TPhSn, se explord el



cfncto de dichn compueato sobre la reaccion de recanbio ATP-Pi. A
traves de la reaccién de recambio ATF-FPi es posible avaluar la
tintesis de ATF {recambio) impul tada euclusivamente por el
potenci al gencr ado por la hidrolisis de Mg=*-ATP.
Consecuentemente, las mediciones de cada una de las  actividades
= 11evan a cabeo £n condiciones identicas, es decir, eh presencia
de 1mM Mg=+-ATF, tmit tH@=*-ADF vy 10mM Pi. Los registros e
llevaron a rabo variando la concentracioen de TPhSh.

En octe etperimento se utilizdh una concentracioan de TPhEn que
nn inhibe 1a sintesis (ver Figura i). De acuerdeo con ésto, el
resul tatdn esperado serfia la inhibicidn del recambio absolutamente
dependiente y proporcional a la inhibicidn de la bhidrdlisis. La
figura B8 muestra, por el contrario, un aumnento notable de la
relacion hidrolisis/recambio; Asto es, el recambio se inhibe adn
mAh® de 1o gque =22 inhibe 1la hidrodlisis. Siendo que esta reaccidn
se mide con 1imM MgRE+-ATE, interpretamos que una concentracidn de
TPHSN que no afecta la sinteais en ausencia de pste nucledtido,
s® vuelve poderosamente inhibitoria en su presepcia, tal y como

se deeprende de las figuras anteriores.
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Figures B.- (a) Efecto del TPhSn spbre la reaccitn de recambio
ATP-PL.

La sintesis de tg-==P]ATP {recanbio! se midi®d en un medic coan
sacarosa  200mM, Tris-DAc 20mM pH 7.4, Mg(DRc)a tOmM, *=Pi 10mM,
ADP 1mH y ApSA EqPH. La hidrdlisis de rf-”PJHTP se registro en
um medioc con sacarpsa 200mM, Tris-DAc 20mM pH 7.4, MQ(OAc)a 10mM,
F1 10mM, ADP imM, C¥ -2P3ATP ImM y ApSA SO0uM. La formacién
{recambio) vy ruptura‘ thidrblisis) del :X—"FJATP se cuantificeo
comn se describe en “"Material y Métodos".

(b) Efecto del TPhSn sobre la relaciéan hidralisis/recambio.

€ata curva se slahord con los datos experimentales del panel (aj).



IMPORTANCIA DE LDS RESBULTADDS ANTERIDRES

Los wexperimentos descritos representan una aproximacion & la
caracterizacitn cingtica de 1la inhibicisn diferencial del
comptiestn  TPhEn sobre la ATPasa de particulas submi tocondriales
de corazbn de res. €1 hallazgo del wfecto estimulador oel ATF
spbre o1 poder inhibitoric de este compuesto puwmde resul tar
interesante en tanto ayude a comprender la fenomsnologia de la
inhibicién diferencial. Puede considerarse que dado Que @)
mecsniEmo intrinseco de inhibicibn del TPhB8n reguisre de
contantraciones micromolares de ATP, resulta coherents que la
Actividad bhidrolitica ejercida scbre este nucliebtido, [ 113
afectada de forma mucho mas drhstica que la actividad sintética,
que en tismpos cortos produce tan wblo concentraci ones
nanomol ares de ATP. AdemAs, durante la sintesis la Ka™"" o8 aayor
que durante la hidralisie (127).

Deade otro punto de vista, los reasultados obtenidos sugieran
qQue 1a unitn de un nucledtido -en este caso ATP-, a la porcién Fi
de 1a enzima, constituye una sefal que &8 capaz de propagarse al
s#ctor Fo, confiriéndole un cambico de conformacidn o un nNuevo

astado sn 81 que la accitsn inhibitoria del TPHhEN =8 mayor.



11. Exploracidn del mecanismo de inhibici®n del TPhSn a través de
la evaluacidn del nomeroc de encimas funcionales en una poblacidn

inphibida.

Paralelamente al andlisis cinético referido wn la seccidn
anterior, s recurrid a otros enfoques experimentales quw
fermitisran un .:er:nm%ento mas incisivo en 108 mecanismos
cataliticos de 1a ATPasa mitocondrial. Dade que #]1 objetivo del
presente trabajo se ubica =n 8l contexto del entendimiento de 1as’
relaciones {(simdtricas o asimétricas) que exiaten entre Fo y Fi,
Yy & nu vez entre las dos actividades cataliticas de esta altima,
se procedid & realizar una serie de experinentos encaminados &
esclarecerlas. Enh terminos generales, 1a estrategia utilizada en
wats segunda parte del trabaje =& bash en el andlisis de la
cantidad y composicitdn de nuclebttidos asociados a 1a enzima como
sustratos y productos de la catblisix.

Tal como == comenta &#n la introduccion (pag.18), las hipHtesis
gue hasta ahora ss han esgrimido en la literatura para explicer
1a inhibicidn difersncial de los compumstos de trialquilestaio,
ar basan en la prehlsi de que las snzimas de 1a poblacitn Que
antran en contacte con w1 inhibidor pierden por completo su
attividad catalftica. Este akioma emana de analogias establecidas
con otros inhibidore= de canal comb la oligomicina y wl PCCD,
casos en 1ok que ampliamente se ha descrito este fenémeno.

Se considert que el primer punto a conocer para deducir algQén



model o del mecanismoc de inhibicién del TPhSn consiste wn
dilucidar =i la inhibicien que provoca scobre cada molécula de
enzima as parcial o© tpotal. Con este fin se procedid a
cuantificar, de acuerdo a la metodologia descrita en "taterial v
Métodos", la proporcidn de enzimas gue después de haber sntrado
en contacto con PH-ATP, albergan wn Su interior nucledbtido
radioactivo, espetificamente ®H-ADP. Esta e una madida muy
adetuada del nimero de enzimas hidroliticas funcionales dentro de
una poblacion. Los datos obtenidos de puestras severanents

inhibidas por TPhSn se resumen &n la tabla siguienta:

TABLA Adhesibn de

FH-puclebdbtidos

% Actividad Hidrolitica mol 3H-ANF/molF1
1)5MP control 100% ©.720 (300%)
2)5MF + 2.8nmol /mg TPhSn 207, 0.684 (25%)
38mP + & npmol/mg TPhSN z,.5% O. 469 (P3%)
ISMF + 7.2nmol /mg TFhSN 3.0% 0.0633 {(BEL)
S)8MP + 11 nmpl /mg TFhSBN 3.0% 0.612 (B8
HISHMP + H.0ug/mg Dligomicina 5.0% 0.328% (A%L)

L.a memejanza en jps valpres de asociacitin de ZFH-ANP antre

particulas (sMP) no inhibidas y particulas inhibidas e un
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indicio de que lax snzimas con TPhSn realizan ciclos cataliticos
iguales, aunque de menor velocidad, que los de las snzimas qQue
carecen del inhibidor. Sin embargo, la correcta interpretacien de
estos datos raquiere del andlisia de 1a composicion de
nuclebtidos por cromatograffa lfquida de =lta presian (H.P.L.C.).
Esta necesidad se vuslve gvidente =n la muestra con oligomicina,
incorporada Al exp#rimento como control de inhibicién total de
cada wmolfcula de enzima gQue interactaa con «} compuesto (128,
129). Como puede cbservarse, la asociacisn de PH-nuclebdbtidos eon
pressncia de oligomicina as bastante menor que la que se registra
en presencia de TPhSn. 6in embargo, el 5% de ..nziman Qqum
permanecen funcionales mn presencia de 4ug/mg de pligomicina no
puede generar por hidréolisgis valpres tan altos de asociacidn de
FH-nuclebtidox. €1 anbdlisis cromatografico aclara que la mayor
parte de 108 FH-nucledtidos unidos a la enzima =n presencia de
este inhibidor, esth constituida por TH-ATP (130). Este hecheoc
corrobora que las snzimas con oligomicina pierden por completo su
actividad hidrolitica, no obstante conserven clierta capacidad
para unir TH-ATF.

Se llevd a cabo ;l andlisis por cromatograffa liquida de alta
presidn de 1as ;ua;tras 1) ¥ 3) de la Tabla 1. Los resul tados
obtenidos se presentan #n la Tabla 2. Results convenienkte aclarar
que 1oz adenin nucledtidos que participan &n la cathlisis de 1a
ATPasa mitocendrial son exclusivamente ADP vy ATP. El contenido de
IH-~-AMP que presentan las muestras analizadas no proviene de la

actividad de esta enzima, sino de l1a catdlisis des alguna otra
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proteina presente en las particulas submitocondriales.

TABLA 2 7 de FH-ANP unidos a

particulas submitocondriales

3H/FY ANF ADP ATP
EMP control 0.428 39% a47% 147
SHP + bdnmol /my TPhEN 0,384 297 So% 21%

Los datpos de 1a Tabla 2 muestran gque #1 porcentajs de *H-ADP
producto de 1a hidrdlisis, 5 &l mismo wn ambas condiciones. La
conclusifn mAs viable es que en presenhcia de &nmol/mg de TPhSN,
la mayor parte de las nnzimAl se shcushtran funcional ew,
contribuyendo a la actividad total con un recambio muy bajo. Esta
corolario ws de extrema importancia ya que pone ®n evidencia una
caracteristica fundamental de la inhibicibn provocada por el
TFhSn: & saber, el hecho de qua las enzimas sean funcionales
toplica que todavia pueden bosbear protones a traves del canal.
Por 1o tanto, siendo un inhibidor de canal, el TPhSn no detiene
por completo el flujio de protones,

Como se desprende de las Tablas 1 y 2, los valorss ds
asotiacién de nucledtidos en particulas activadas son suramente
bajos; enta inconventiencia impide discernir con claridad la

composicidn de las 3 nolas de sitios cataliticos que contisne 1a



ATPasx en un mol de enzima. Giendo que le conclusitn que se
desprende de las tablas anteriores es fde gran relevancia en g1
antendimiento del mecanismo de inhibicion del TPhSn, swe decidid
realizar una wvarisante de amhos experimentos con particulas no
activadas (ATPama + peptido inhibidor?, con el fin de corroborar
l1oa resultades antericores, El razonamiento fundamental que
reupalda dicha decisiédn es que las particulas np activadas
adhieran aproximadamente 3 melas de ZH-nucledtidos/mol Ft,
correspondientes a lon 5 sitios cataliticos que poses la snzima,
al sntrer en contacto con F*H-ATP. La Tabla 3 muestra 1om
resultatios obhtenidos a)l analizar la asociacitn de FH-ANFP a la
enzima no activada en presencia y ausencia del inhibidor. E}
anhlisis se llevd a cabo a dos tiempos de incubacidn de las
particulas en el medio de reacciéng i1* y 30*. Experimentos
realizados <con  anterloridagd por el grupo del Dr. Gomez Fuyou
indican que despubs de 1' de incubacién, =sw registra #1 payor
qrado de asociacifin de ®*H-ADPi en leos minutos posteriores fata
di sminuys notablemente. Hanta =1 momento, este fenbtmeno ha sido
explicado en términos de una dieminucion en la afinided de 1la
enzima por ATP y ADP, comp consecusncia del incremento de 1la

velocidad hidrolftica ‘al avanzar el tiempo de resaccitn.
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TABLA 3 % Actividad

tine Hidrolitica FH-ANP/F
EMWP no act. control 1* 100% 3.09%
anrP " +&6nmol S mg TPhSn 1° S% 3. 067
SMP " control 30’ 100% 1,203
s " +6nmol /mq TPhS8n  30° 5% 1.08%

Al igual que las particulas activadas, los valores de adhesién
de TH-ANF en presencia de TPhSN sop muy sessjantes que an
aunencia del inhibidor. Como se comentt antericrmente, sste hpcho
sugliere que aunque su velocidad de recambio mea menor, la mayn;
parte de las whzimas de la poblacitn, en presencia de TPhEn se
mantienen funcionales. E1 andlisis de la composicién de
nucledtidos {(ver Tabla 4) de los puntos de la Tabla 3, por
cromatografia liquides de alta presidn, muestra niveles iguales de
TH-ADF on presencia vy ausencia del inhibidory este hecho
constituye evidencia directa de que las enzimas inhibidas

conuervan actividad hidrolitica.
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TABLA 4
% de PH~ANP unidos &

particulas submitocondriales

tine AP ADP ATP
&M control 1 43, 7% 28. 6% 27.6%
8MP + &nmol/mg TPhSn 1 44.0% 32.1% 23.7%
SMP control z0* s1.5% 29.0% 19,.5%
SMP + &nmol/mg TFhSn 30* 44, 3% 28.0% 27.8%

® de sitios cataliticos ocupados por

2 o ADP ATP
SMP control 1’ 1.3 0.8 0.8
SMP + Snmol/mg TPhSn 1’ 1.1 0.8 0.6
gMP control 30° 0.6 0.3 0.2
S8 ¢ &nmol /mg TPhBn 30" 0.5 0.3 0.3

{ver Figs. 15 y 146 de apindice}

lLos datos de 1la Tabla 4 ofrecean espitcial interés puss
proporcionan informacif®n particularmente relevante para el
ocbjetivo del presente trabajo:

iy E1 nidmere de wsitios ocupados por *H-ADP, producto de la



actividad hidrolitica, no varfa durante la inhibicién causada por
el TPhSn. Se comprusba gue 1a inhibicifin Que este compuesto
mjerce schre las enzimas con las Que interactta #8 parcial, ¥y no
total, comb es ml cawo de la pligomicina., Esta evidencia obliga &
plantear modelps de iphibicién del TPhEn en los Qque este
campuesto no  blogquea por completo la translocacien de protones.
La relevancia de &stes =n el mscanismo de accidn del inhibidor se
evaluarh con mayor detalle en la seccion de "Discusi&n” de la
presente tesisg.

2} Los npiveles tan elevados de ®*H-ADP en ausencia y pPresencia
del  inhibidor dieipan la sospecha de que sk hayan incorporado a
1a snzima a partir del medio de reacciédn, despubs de wun proceso
de cathlimis vy 1liberacistn. Cabe mencionar flue l1O0s ensayos de
unidn de nucledtidos se llsvan a cabo en presencia de la eanzima
piruvato cinasa, con el fin de gque remueva w1l APP producto de la
hidrédlinis del medio, y evite la incorporacitn de #ste a un sitio
no catalitice de la ATPasa. Sin embargo,; muestras del laboratorio
procesadas por H.P.L.C. revelan 1a sxistencia de una
concentracién remanente de ADP en el medic de reaccibdn, que
corrssponde a1 1% dal ADP generado en las pressntes condiciones
exparimentales. o - obstante, dado que esnta concentraciédn
remanente ws sumamante baja, no pusde ser la responsable de los
niveless de H-ADP que muestra la Tabla &. Para svaluar esta
posibilidad, =1 Dr, Comez Puycu ¥y Ja Dra. Tupna pidieron la
adhesién de 3H-ADF, proveniente de un medio sin piruvato cinasa,

a la ATPasa. Observarch gue la adiecidn al medio de una
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concentracién de *H-ADP cinco veces mayor gque la que se conserva
an presencia de piruvato cinasa, provoca una incorporacion de
*H-ADP a la enzima despreciable frente a los valores de
aseciacién antes descritos. (Tomar ah cuanta que = las
condiciones hidroliticas en 1las qQque se 1leva a cabo este
experimentoe, la Km~e® = S500-600uM; mientras que en condiciones de
fosforilacitn la Km™®™ = 10uM ({(127)). Se concluye que &1 ADP
unido a la enzima proviene dirsctamente de 1a actividad
anzimbticay por lo tanto, su sitio de uniotn es catalitico y pusdse
brindar informscitn acerca del mecanismo dw reaccidnh de la

enzima.

Con #1 #in de afirmar la validez de esta conclusidn a1 el camo
de las particulas activadas, s® analizd la union de *H-ANP a 1a
enzima a diferentas tiempos de incubacidtn en e1 medic de
reaccitn. En @1 casp de que la marca se acumulara an ls enzima a
partir dal medio, cabria esperar un aumento progresivo de la
incorporacién de 1a aisna en w1l tismpo, Sin enbargo, come susstra
la FigQura 9, la ldh;llﬁn o8 mixima desde l1os primerps ssgundos.
Este hechn apbtya fusrtemente #1 crigen catalitico de los SH-ANP

unidos a 1a whzima.

Los resultados anteriores sugieren gque el TPhSn raduce 1a
translocaci&n de protones pero no la detiene por completo, Este

conclusidn s@ ve apoyada por el trabajo de Papa, gt &), en e] Que
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Eiqura %.- Unidn de HANP a ia F1 de particujas
submitocondriales a di ferentes tiempos de
incubacién en el medio de reaccildn,

Las particulas furron expuestas a un medio de hiderdlisis
compuesto por  sacarosa 200mtl, Tris-0Ac 2Z0mHM pl 7.4, HMg2+-IH-ATP
SopM, PEF 20mM, V(0AD) 20nM, CAT SOpM, ApSA SOpM y PK 15u. A los
tiempos 4indicados, se flltraron dos veces centrifugando 17 eh tha
cnlumna de Sephiadex. Tal y como se reporta en "Haterial vy
Métndoxs", a partir del filtrado se cuantifican los nucledtidos
radivactivos unidos a 1a encima y se determina l1la concentracién

de pro*etina.



se muestra que la disminuciédn en 2] flujb de protones quse provoca
®] TPhSn es menor que la que ocurre on presencia de oligomicina
(122). El1 presente hallazgo permite entender la inhibicidn
diferencial en té&rminos de la susceptibilidad que cada una de las
actividades de la ATPasa presenta ante una disminucién en el
flujo de protonas. Los estudics que se han realizado acerca del
nAmerno de protones translocados por el canal indican que #ste e
#1 mismo en la reaccion de sintesis y en la reaccibn de
hidrélimis, siendo su valor de 2 (131-133) o de 3 (134, 135y,
Debido a que la actividad hidrolitica de las particulas
uvtilizadas (4.5 umolas/mg min) ea 1S veces mayor que la actividad
sintética (0.3 umolas/mg min), cabe esperar ques la conduccien de
protones ssa 15 veces mayor en #1 caso de la primera. FPor lo
tahto, podrfa suponarse que aguellas concentraciones de TRPhSn que
no inhiben la sintesis, preservan un flujo de protones remanente
que matisface lan demandas #de la fosforilacion oxidativa. En ml
mismo tenor, podria colegirse que siendo tan slsvada la actividad
hidrolitica, #sta depende del bombeo libre de los protones que se
generan como producto de 1a reaccién, por lo qQue .cunlqullr
disminucidnhn eon su velocidad de expulsidn, dada por el TPhBn,
rapercutirk sn una reduccién de la actividad a 1a manera de una
inhlhtkian por producto. Esta hipttesis Ffus pussta a prusba
midiendo 1la inhibicidn, por TPhBn, de 1a hidrbliisis [
concantraciones muy bajawm de ATFP, e decir, con valores de
sctividad muy bajos. La Tabla S muestra los resul tados obtenidos.

Se puede observar que una actividad hidrolitica adn menor que la
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actividad sintbtica (obtenida con I.C?JH da ATP), ! =8 inhibida
for TPhEn, te forma andloga a 1a inhibicidn que se presenta sobre
actividades mayores {(medidas a 3ImM ATP). Este experimento us
realizd a concentraciones muy bajas de protetna y a tismpos muy
cortos (30" y 3') para impedir que 108 Nniveles tan escasos de ATP
(IO)JH) 52 agotaran en €] curso de la reaccidn. Resulta adecuado
aclarar Que los valores hajos o actividad hidrolitica que se
detectan con 3mM de ATP vy 3* de incubacion, reflejan la

inhibicidn que produce la acumulacién de ADP en el medio.

TABLA S
Actividad Actividad Actividad
™ time. - TFPhSn +1.2 nmol/mg TPhSn +12 nmol/smg TPhEBN
lD}lH IO 0,149 0. 132 0.012
1ouM 3 0,148 0.117 0.020
3ImM 30 2.736 1.554 0.027
3mH 3 0.721 O.518 0.029

Lo datos de la Tabla S seyalan que aunque e flujo de
protones remanente & 1a inhibicitn del TPHEn tedricassnte debtia
satiwfacer law necesidadex de la hidrodlisis & 10uM de ATP  (como
sucetder con la sintesis), wsta actividad sigue sisndo vulnerable

al inhibidor. La imposibilidad de explicar sste hecho a travas
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del modelo de un canal rigido, invita & 1a postulacién de 1) un
canal dindmico que, & través de cambios de conformacién, cambia
sus propiedades de conduccidbn de acuerdo a la reacci®n que se
math catalizando, o de 2) un canal que se acopla 4 las reacciones
de sintesis e hidrdolisis de forma asimétrica. Los datos
experimentales parecen sugerir que 4nmolas/mg de  TPHhSH, no
obstaculizan el flujo de protones que impulsan la sintesis,
mientras que el paso del mismo nbmerc de protones en condiciones
de hidrtlisis se ve ku!rt-m-nta retardado. Este puntoc es
wilaborado con mayor detalle en la seccién de "Discusién®" de 1la

presente tesis.
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I11. Reconccimiento de los sitios cataliticos de la ATPama
mitocondrial & través de sus propiedadas de intercambioc de
nuclebttidos., Evaluacidn de la equivalencia de sitios cataliticos

mintéticos vy sitios catalfticos hidroltticos.

Davo que «1 fenbBmeno de la inhibici®n diferenclial no es mas
que un reflejo de la organizacion funcional de la snzima en que
se presenta, decidimos dedicar esta tercera parte del trabajo a
profundizar -n los mecani amos catalfticos de la ATPasa
mitocondrial. En particular, decidimos wmstudiar =i axiste
equivalencia sntre los tres centros activos de esta enzimaj ssto
en, 51 una pareja alfa-beta cualquiera (centro activo) es capaz
de catalizar tanto 1a resaccitn de sintesis como la reaccién de
hidrélisis. La definicién del plantsamiento anterior resulta de
capital importancia pues conduce a la generacion de modelos de
catblisis radicalmente opusstoss o bisn stintesis e hidrolisis
ocurren por caminoa distintos, o ambas actividadas son producto
de un mismo camino catalftico que cpera reversiblemsnte =n 1lo0B
tres centros actives de la enzima. Dado que tanto la paradoja de
la inhibicién diferencial como 1a imposibilidad de explicar
algunos datos cinéticos de ia enzima, provisnen de modelos sh low
qus sSP suptn® la equivalencia de sus tcentros cataliticos, el
presante estudio representa un paso obligado en ®1 demsarrollo de
este trabajo.

La estrategia utilizada se resume on los sBiguientes puntoss
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8} ldentificacitn de sitios catalliticos - traves del
intercambio que sufren l1os nuclestidos que albergan en presencia
de ATP, ADP & 1TP.

b) Peterminacitn de la capacidad que presenta un ADP producto
de la hidrolisis para transformarse en ATP en condiciones de

fosfarilacién.

a) Determinacitn de sitios cataliticos por su desplatamiento
durante la catAlisis .

Lo resultados correspondientes a la cindtica de intercambio
de nuclebtidos adheridos a la encima — dado por ATP, ADP & 1TP—,
que presentan las particulas activadas, s&¢ muestran en las
Figuras 10, 11 ¥y 12, Cabe aclarar que sl tiempo cero «n cada una
de estas figuras representa partficulas submitocondriales
sxpuratas previamente a TH-ATP3; una fraccion de este npucledtido
we transforma an FH-ADP y FH-AMP, lo3 cuales permanscen adheridos
& la enzima en law proporciones indicadas en la Tebla 2, Hasta sl
momante, el criterio mis aceptado para discernir sntre sitios
cataliticos y no catalfticos ws @1 qQue ue refiere a sus
propisdjades de intercambio, Segan Cross, gt _a) (44, 55, 134
aguellos nucledtidos  gue purdan ser intercambiados por
nuclebtidos del aedio, w»®r encontrardn en sitios cataliticos,
mientras gque aquellos que permanezcan fuertemente unidos contaradn
con funciones regulatoriasn o estructurales no cataliticas.

La Figura 10 muestra el d.-prendlmtintu de los TH-nuclebdbtidos

pegados a la enrxima al agregar 1mM Mg@®+-ATP no radiocactivo., B
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Figura 1. - Cinética de intercambio de TH-ANP unidos & la
enzima, dada por 1mM de Mg®*-ATP no radiocactivo.

Inicialmonte, las particulas incorporarcn 3H-ANF ul =ser
incubadas durante 10" en un medio compuesto por sacarosa 200mM,
Triz-NAc 20mM pl 7.4, MO T-=-H-NTP SOuH, FEP 20mM, K(QAC) 20mit,
CAT SOJJH, aApT A 50}1!'1 y PR 15u, Fosteriormente, ©Gslas particulas
fureron  incubadas con !mM de Mg*=-ATF ho radioactivo a diferentes
tiempor, y procesadas por columnas de Sephadex como se especifica

en "Materjal » Heétodox".

Figurg 3!.- Cinftica do intercambio de 3H-ANP unidos a la
enzima, dada por Q.5mM -] Mg¥*+~ADF no
radipacti vo,

El preotorcolo de esta figura es el mismo que se pre;enta en la

fiqura 1R, salvo gue el intertambio se lleva a cabo con O.5mM  de

HMg2+-AbLF no radioactivo.



ohserva una cinética compuests por un compohente rapido y otro
lento. Interpretamnos que el componente rapido representa el
lavado de TH-ATFP vy de =H-ADP por {ntercambio y por hidrolisis,
respectivamente, del ATP frlo. En cambio, 1a componente lenta
muestra 1 lavado del T*H-AMP no geherado por la ATPamsa. De igual
forma, €1 abatimientt en los niveles de PH-nuclebdbtidos en
presencia de isM Mg®*-ADP (Fig. i1} revela una cinktica con dos
componentes Comb en el caso anterior, creamocs gue 1a
componente rapida cnrre;pnnde a la salida, por intercambio, del
*H-ADF adherido a 1a enzima, mientras gque la lenta =seRala el
desprendimiento del PH-AMP de las particulas submitocondriales.
Cab® mencionasar que bajo =l criterio de Cross, gt al, la marca
remaneite qQue se observa en ambas  figuras (10 y 11) debe
considerarse adherida a mitips no cataliticos, provanienté del

medic de reaccifn y N de un centro activo.

La importancia de los experimentpos mencionados radita en que
muestran gue una burha proporcidn de 108 nucledtidos que se
adhiersn a la enzima (&62%, segin Fig. 10), se encusntran en
sitios cataliticos puss se desprenden por hidrolisis. Esta
determinacidn constituye un control fundamental para el
experimento central de eata Gltima parte del trabajor ver si el
ADF Que s# sntusntrsa en uwn sitio tatalitice do 1a hidrolisis es
capar de formar ATP.

Por su parte, &1 sxperimento de 1la Figura 10 corrobora 1la

conclusian de que las enzimmas {inhibidas conssrvan actividad
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hidrolitica, puss intercamblan su *H-ANF de la misma forma que

las shzimas no inhibidas.

For el contrario, o1 intercambio de TH-pucledtidos adheridos a

1a enzima en pre=encia de IYP pressnta un comportamientn no

esperado. Como puede observarse en la Figura 12, el ITP no es

capaz de liberar l1a marca de la enzima ni a tiempos de incubacion

prolongadosi experimentos realizados por 1 Dr. Gomez Puyou vy la

Dra. Tusna muestiran 10 mismon resultados en el caso dw

particul as no  activadas. PDado que s® sabe que 1la ATPasa

mitocondrial es ceopaz de hidrolizar o] ITP (VmaxiTF = Ypaxetr™)

HmEve (’JH) ? KmaTe t’.l")’ (137}, resulta reslmente sorgrendente

que no logre desprender *H-nucledtidos en «#)1 curso de su camino

catalitico. La impeosibilidad de explicar este hecho en el

contexto de 1p8 modelos de hidrdlisis del ATP, idinvita a 1la

postulacitdn de nuevos caminos 0 caminos alterades para la

hidrélisis del 1TP. La literarura ofrece una alternativa en =1

trabajo de Harris gt a3l (138) an 21 que ww afirms que, debido a

que 1a ATPasa no tiene afinidad por wl IDP, el paso lismitante won

su hidrolisis e la ruptura del enlace ¥ nNo 1a salida de

productos, como ocurrg en el caso de la hidrd&lisis delr ATP. Con

=ata perspectiva, podriamos considerar que el 1TP no degprende

ios nurledtidos adheridos a sitios cataliticos puss apenas se

hidroliza sa libera, como sjemplifica el siguisnte esguesal
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E =~=1-=-> E.ATP --2--> E.ADP-P1 --3--> E.ADP —-4--> E

1,- Entrada de ATP
3_.- Salida de Pi
. 8.~ Balida de ADP

En w#l casco del ITP:

E ~—1-=> E.ITP ——2——> E.10P-Pi —~3-=3 E

1.~ Entrada ds ITP
3.- Balida de IDP y de Pi

En el esquema boyeriano de tres sitios alternantes podriamos

pensar quel

De acuerdo con esta hipbtesis, sb6lo 1 *H-ATP adherido a 3a
enzima podra ser desplazado por sl ITP. Los datos expesrimentalss
muestran que las partfculas utilizadas conservan solamente un 14

y 21% (particulas sin y con TPhSh, respectivaments) de
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Efoure (2.~ Cinttica de intercambio de 3H-ANP unidos a 1a

enzima, dada por 1imM Mg®*-1TP no radipactivo.

Tricjalmente, las particulas incorporaron  *H-ANF  al ser

incubadass durante 10" en un medioc compuesto por sacarosd 200mH,
Tris-DAc ?0mM pH 7.4, Mg=T<—*H-ATP sqnh PEF Z0mM,

CAT  SOopM,  NpSA SopM y PIK 13w,

KIOAGY  20mM,

Fosteriormente, sstas particulas

fueron incubadas con 1M de Mg®E*-1TF no radicactivo a diferentes

tiempos, Yy oprocesadas por columnas de Sephadex come se describe

en "Material y Mitodos".



nucliedtidos en forma de ATP (ver Tabla 2). Por 1o tanto, 1a

disminucisn, causada por ITF, de un 11 y 177% (particulas sin y

con TPhSn, respectivamente) {(ver Figura 12), apoya la hipbtesis

anterior; &sto em, el mecanismo de resaccitpn del ITP stlo le

parmite intercambiar ATP;, el cual se encuentra escasamsnte

representado en las particulas activadas.

NOTA) S& resalizaron curvas de titulaciéin de 1a hidrolisis de

1TP por TPHhEBn gue muestran que este actividad w2 inhibe en 1la

misma proporcidn gue la HidrOliuis de ATP,

b)) Conversién del ADP de sitiocs cataliticos hidroliticos #n
ATP.

Uno de los objetivos principales del presente trabaio, se

refisre al enclarecimiento de la eguivalencia sntre los sitios

cataliticos de 1a ATPasa wmitocondrial. En =« campo de 1a

bioquimica, un sitio catalitico es equivalente a otro en tanto

pusda ser permutado por 8ste, Sin que esta cperacién reparcuta en

un: cambio estructural o {funcional L¥-} I tHasta hate muy poco

tierpo, la simetria de los sitios cataliticos de la ATPasa se

tomaba comd un hecho incontrovertible, dado que podia catalizar
dos reacciones de 1o que se consigeraba como un camino catalltico

Gnico reversible. Por ende, 1a ., mayor parte de los modelos

cinéticos #fueron elaborados & partir de esta premisa. Sin

smbargo, recisntemente se ha obtenido evidencia experisental gue

debilita el axioma de 1a wsimetria 8, 9, favoreciendo una

Bupioracién mbs detallada de 1a funcidn de cada uno de los

T



centros activos de la Enzima.

El trabajo aque aqui se refiere intenta contribuir a la
controversia de la equivalencia entre sitios analizando 1a
reversivilidad de la actividad hidrolitica. En otras palabras, se
explors la capacidad que tiene la enzima para formar ATP a partir
de un ADP producto de la hidrblisis.

La estrategia sxperimentsl consistid en exponer la ATPasa &
IH-ATF en condiciones de hidréalisie, con el fin de promover la
adhesidn de *H-ADF a la enzima. A continuacion se le sometid a un
madio de fosforilacitn compussto por succinato; HMg®+~, ADP vy Pi, ¥
s® procedid a analizer la composicion de nucledtidos unidos a 1a

ehzima por cromstografia liquida de alta presidn (H.P.i-.C.).

TABLA & . de 3H-ANF unidos a
formacibn de particulas submitocondriales
ATP frio AMP ADF ATP
8MP control - IP% AT% 14%
ame " 4+ M., Fosf., + I6% S2% 12%
SHP + anmal/mg TPhSn - 297%. SO% 21%
BMF H o+ M. Fouf. + T0% SB% 1%

(ver Figs. 17 y 18 de apéndice)
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Comp i{ndica la primera columna de 1a Tabla &, las muestras en
contactc con medio de fosforilacian, presentan actividad
sintética gue se manifiesta a traves de la formacidn de ATF frio.
8in embargo, no se cheerva fosforilacien del *H-ADFP producto de
la hidrolisis, pues sus niveles permanecen inalterados en
presancis del medip de fosforilacidn. Cabe notar que incluso se
obasrva una disminucién en los niveles de *H-ATF en 1at suestras
en contacto con dicht medio, S# ha interpretado que wate fenSmeno
ae dpbe al UEIplozaminhtn que sufre el *H-ATP por el ATP frio
recién formado, Que se libera &l medio y regresa a la shzima a
ocupar =1 sitio del ATP correspondiente al cicle hidrolitico,
Otra explicaci®&Hn s sneuentra an la postulacién de que locs
niveles de TH-ATP disminuysn por hidrdlisin., La conclusidn final
de ante axperissnto ss de interés va que ol *H-ADP proveniente de
1a via hidrolitica no se encusntra ean un sitio catalitico para 1a
fosforilacitn. Por 1o tanto, lams pareias alfa-beta (centros
activos) de la enzima no son squivalentes. De acuerdo con aésto,
1] vhlide postular ia existencia de centres activos
exciusivamente sintiticos ¥ centros activom puramente
hidreoliticos,

Con el §in de detallar mds ampliamente w»l experinemto
anterior, cabe seifalar que las muestras sstuvieron en contacto
con w1 medio de fosforilacién por adlo S, para evitar una caida
brvysca en los niveles de *M-ANP, provocada por &1 ADP del maedio.
Ho obhstants la brevedad del tiempo de incubacitén, e suficients

para detectar fosforilacidon. En Ja misma vena, aw sxplord la



influencia del potencial Qensrado por la okidacién del  succinato
en los niveles de *H-ANP unidos a la enzima, Sorprendentemente,
s Tabla 7 muestra una disminucidn del 20% en la Marce
incorporada 4 la enzima cuando S8 exXpone & un  gradisnte
electoquimico,. Fste dato resulta muy interesante ya que pone en
evidencia el hecho de que, incluso en ausencia de fosforilacién,
el potencial ss capar de provocar cambios conformacionales en la
enzima que fnciden directamente en el comportamiento de sus

njitios de unidn de nucledtidos.

Tabla 7
mol *H/mol F1
SMP control 0.701
8P + succinato 0,553 (79%)
SMP control + Gnmol/mg TPhSn 0. 5468
SMP + bsnmol /mg TPHSH + SuCcinato 0.460 (B1%)
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RISCUSION

La ATPasa mitocendrial es una enzima multimbrica compuests por
un sector hidrofobico transmembranal (Fo) y un sector hidrofflico
que protruye de la membrana (Fl). Se sabe ue la porcitn F1  esth
integqrada por cinco subunidades, -~alfa, beta, gamma, delta, y
epsilon—, arregladas respectivamente ah la siguiente
estequiometria:r 3135121311 (79, 139, 1400, En divercsos estudios
<(141) s® ha rconcluldo que las parejas alfa-beta forman una
estructura hexagonal gue da origen a tres sitios cataliticosg
éntos me# comunican con &1 sector transmenmbranal o canal de ia
enzima (Fo) a traveés de las subunidades gQamma, delta y &psilon.
ExpeErimentos de sntrecruzamiento quimico (58) y de reconstitucidn
de l1a proecifn Fi1 de £, cpli (57), muestran que las subunidades
gammna, delta y épsilon conjuntamente se ascocian con sblo una de
1as parejas alfa-beta. Esta breve descripcién de la organizacién
de la ATPasa pone de relieve la asimetria intrinseca propia de la
estructura de la ®nzima. No obstante, 1a mayor parte de los
modelos cintticos que se han elabvorado para pxplicar sus procesos
cataliticos, soslayan 1a asimetria estructural invocando
mecanismos moleculares Que conducen a un funcionamiento
simdtrico, Es ast como el modelo de sitios alternantes de Boyer
{846, 142) postula una asociacién secushcial de las subunidades
gamna, delta y #psilon con cada una de las parejas alfa-beta,

Existe un report® en la literatura que, ajeno a las hipotesis

mie aceptadas {10), proporciona datos sxperimentales que indican
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que =) contacte de gamma, delta y etpmilcn es permanente sobre
sblo una de las parejas alfa-beta, agquella gque no se asocla conh
inhibidores de 1a actividad hidrolfitica come el DCCP. Este
resul tado ha sido interpretado por los autores como evidencia de
la existencia de subunidades alfa-brta no equivalentes) &sto as,
1a sstructura asimétrica de 1la F1 da origen & un centro activo
(uintdtico?) -—asociadeo a las subunidades gamma, delta y épsilon-—,
y & dos centros activos (hidroliticos)? que uwunen inhibidores
i ferenciales ((DCED, NBDCl1), 108 cuales reducen drasticamesnte la
actividad hidrolttica afectando de forma aucho mhs somera la
actividad sintética. Es en este Ambilto de asimetria que propons

Lotecher, gt a1l , ®n 21 gue s® desarrolla el presente trabaic.

Los eciperimentos referidos inciden en 1) la exploracién de la
relacitn que establece el canal o porcien Fo con cada uno de los
centros activon de l1a enzima, ¥ 2} e«n el esclarscimisnto del
grado de wquivalencia que £stos gQuardan entre sf. El panorams gque
amana de lo% resul tados obtenidos se asienta sobre una base de
asimetria general que puede detallarse enlistando una serie de

conclusiones:

CONCLUBION Lt.— La *H-ATFasa de mitccondria de corazén de res
cataliza la reaccitn de sintesis y la reaccin de hidrélisis a

traves de dos _caminog diferentes que no se comunican entre si.
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Enta concliusidn se deriva de 1a imposibilidad de fosforilar el
ADP que s encuentra =n un sitio catalitico de 1a hidralisis. Por
lJo tanto, puede postularase la existencia de centros activos
hidroliticos y centros activos sint@ticos. Existen muchos datos
experimentales que, bajo la bHptica del presente trabajo, pueden
interpretar=e como indicadores de la ccurrencia de dos sitiaos
catalfiticos hidrolfiticos y uno sintdtico. El1 mds poderoso, se
refiere al comportamiento cotperativeo gue muestra l1la actividad
hidrolttica (92, 97, 143}, el cual ha sido explicado en términos
de la participacitn de mads Oor un centro activo en la expresion de
esta actividad. El planteamiento de vias independientes de
aftntesis e hidrolisis, representa l1a contrapartida funcional de
las observaciones estructurales que postulan la axistencia de una

subuni dad beta asimetrica (B, 9},

CONCLUSION 2.~ Cohercentesente con los resultados de Lotscher,
ot al, los centros activos hidroliticos muestran un grado de
atoplamiento al :anal.mennr gque 1 que presenta sl centro activo
sintético, Este corolario surge al ohservar la gran interfersncia
que produce el inhibidor TPFhEN en la sxpulsion de 1los protones
producto de la hidrdlisis, blogueo que Nno se presenta con =l
flujo de protonss gue impulsa la sintesis, inclusc cuando ante
altimo es de mayor magnitud (ver eup. phg. ). El fendmeno que

ocurre consiste en la inhibicién preferencial del flujo de

-



protones hidrolitico socbre 1 {flujo de protones sintdtico. La

sugerencia que en eate trabajp se plantea, radica w=n ia
existencia de conexiones asimétricas entre el canal y los
di ferentes centros activow. Dicha asimetrlia pupdse pressntarss a
través de una estructura rigida, o puede sar inducida por casbios
conformacionales propios de la condicidn de sintesis y de la

condicitn de hidrdlisis.

CONCLUBION 3.— El inhibidor diferencial de canal, TPhBn, no

bloquea por complete =1 flujo de protoness. Este hecho nos
slejia de la necesidad de postular la siistencia de dos canales

(uno hidroltitico suceptible & TPhGn, y otro sintético no

vulnerable), o la susencia da interaccidn inhibitoria entre TPhBn

y =1 canal e#n condiciones de sintesis. {(Cabw ssncionar que aste
Bleimo punto fus explorado expesrimentalmente, ochteniéndosws
evidencia de que w1l TPhSn inhike l1la hidrblisis inclusoc en un
medic de fosforilacién.) Por 10 tantp, se comprusba que el cnn;f
con TPhENn conssrva #Su capacidad para translocasr protonas,

condicién indispensable para que ocurra la sintesis de ATP.

CONCLUSION 4&4,- La pressncia de ATPF sn 2l fedio estisula 1a
inhibicién de la sintesis por o1 TFhSn. Este hecho pone de
relisve que seRales originadsas en ul sector catalitico Fl1 puaden

transmitir informaci®n hacia la porci®d®n Fo de la  enzima. La
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1iteratura cuenta con muchos reportes de cambios que viajan en la
direccitdn opuesta, s decir, qu# sw originan sn ®1 sector Fo vy
1legan & alterasr la conformacion de la porcidon Fi. Tal e gl casp
de 1a {nflushcia de 1os inhibidores de canal oligomicina vy
dicicloheiilcarbodi imida (OcCch? que disminuyen notablesente la
capacidad de la FI para pasgar ATF; se cres que sste fenfseno se
presenta a ralz de un cambic £ la eatructura tridisasnsichal de
1a F}, ronsecuencia de las alteraciones que sufre el canal a}
interactuar con los inhibidores mencionados (130). Sin smbargo,
o nten poroa sijemplos de cambios en la direccitn opuesta. Sbdlo
recientemente, =se reportt que la unidn conjunta de ADP v FPi a la
Fl de 1a ATPasa de cloroplasto (144, © la resocion de 1a
proteina inhibidora (145), aumenta la translocacidn de protones a
travis de 1a apertura del canal protdnico. En esta 2ltinma
categoria, que se refiere a la influencia que tiene 1 estado
catalitico de la F1 sobre »l canal de protonss, debe ubicarsse el
efecto del ATF descrito.

Por el momento, se carece de informacidn sobre el ascaniseo a
través del cual el ATP estimula la inhibicién de la sintesis por
TPh&n., RKolo podemos sugerir que este inhibidor cumnta con dos
sition de WNidn en @l canal, uno de alta afinidad y otro de baja
afinigad. La amimetria de la colocacidn de la F1 con respecto al
canal repercute en la inhibiciédn exclusiva de la hidrdlisis
cuandos @1 TPhSn s une a1 sitio de alta afinidad. Por el
contrario, la unhiétn des este inhibidor & su sitio de baja

afinidad tamhign afecta 1a actividad sintética puss interfiere



con w1 flujo de protonss del gradiente wlectrotutmico, Este
wodalo supon® Qul 18 union del TPhEN al sitio de bajas afinidad,
gue wblo oCurre en preasencia de altas concentraciones del
inhibidor, a® prosssve @n presencia dea ATP) ésto ms, la
thcorporacibn de AT a la porcidn Fi, ausenta la afinidad de un

s#Qundty ditio de unitn de TPhEN.

La reunibn de ias conclusiones anteriores valida 1la
reprefishtacidn de la sstructurs de la ATPala con las Siguightas
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Ciguras 15 v 16.— Anhlisis por cromatografia liquida de alta
presibn tH.P.L,C.} de} contenido de

EH-AMP, IH-ADF y 3H-ATP unido & O.1 mi de

particulas submitocondriales no activadas.

Previamente, matas particulas con y s€in TPhEn fueron incubadas
durante 1°* (Fig. 15) y 30’ {Fig.14) en un medio compussto por -
sacarosa 200mM, Tris-DAc 20mM pH 7.4, Mg®<—3H-ATF S0pM, PEF 20mM,
k{0Ac) 20mM, CAT SO,AH. ApSA SopM ¥ FK 1Su) a continuaciébn se
removid ®1 oedioc de las particulas filtrando dos veces por uns

columna de Sephadex (ver "Material y MRtodos"}.
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Eigurss 1% v 18.—- Anklisis por cromatografia liquida de alta
presidn (H.P.L.C.) del contenido del
IH-AMP, FH-ADP y TH-ATP unido a C.1 ml de
partfculas submitocondriales actividas.
Previamente, estas particulas con {Fig. 18) y sin (Fig. 1)
TPhSn fueron incubadas durante 10" en un medio compussto por
sBacarpsa 200mM, Tris-DAc 20mM pH 7.4, HMNg=+—3H-ATP 50,!". PEF 20mM,
K{(DAc) 20mM, CAT 30uM, ApSA SO}IM y PK 15u. El medio libre se
separ®d de las perticulas filtrando dos veces por una columna de
Sephadex, despust de 1o cual se les expusp a un medio dJde
fosforilacion (Mg(OAc)y IO0mM, succinato 10mM, ADP O.5=M y Pi
SmH) .
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