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Un tercer tiqre buscaremos. Este 

Sar• como los otros una forma 

De mi sueffo, un sistema de palabras 

Hu••nas y no el tigre vertebrado 

Que, m•s allA de 1As mitoloQfas, 

PJsa la tierra. Bt•n lo••• pero alQO 

M~ impon• e•t• av1mtura.indeftntda, 

Insensata y anti gua, y pers•v•ro 

En buscar por •1 t:I eftlPO de ta tarde 

El otro t:IQre, el que no esta en el verso. 

~. L. BorQe• <1960). 
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INJBOQUSCIDN 

Uno de loa tetaa• de creciente int•r•• en enzimologta, •e 

refiera al e•tudio de 1•• propiedades • int•raccion•• qu• •• 

d••prenden 

cuaternaria de una prot.etna. La mavor parte d• la• e•tudiD• •• 

han centrado •n protelna• oliQom•rica• 

•ubunidade9 o monbneros id~nt.icoa, que •• 

•i .. trica•. Las •ubunidade• interact.Oan 

compu••t.•• par varia• 

AQr•oan en arreglo• 

ant.r• at a traves d• 

union•• no covalent.es¡ la camunicacibn que •• ••tablee• entre 

e\la• contribuye a la regulacibn •lo•t•rica, y al colftPort.a~lento 

cooperativo y anticcoperativo de la prct.etna Cl, 2>. Alguna• 

prot•ln•• oligCMnerlcas cuentan con ••t.ructura• relativa•ent• 

•itnpl•• como dl••roa <•J.1 rodana••> o t•tra.,.ro• CeJ.1 lactato 

de•hidroqena•a>, •i•ntra• que otra• lftU••tran una organizaciOn 

mucho m•• compleja CeJ1 oliQCaero d• la cApaide d•l viru• del 

Mosaico d•l Tabaco, compuesto por 17 •ubunidade• colocad•• •n 

•imetrl• radial> <3>. Div9r•o• estudia• enfocado• •n el anAli•i• 

••ter•aqutmico de eat.a• macromolecula• <4, ~. b> han concluido 

Qu• su oroanlzacibn •i.et.rlca •• direct.am•nte r•apon••bl• de la 

for•aciOn de ••truct.ura• aslm•tricaa, que •• Q•n•ran cuando 

alguna d• las subunldad•• interacttia con •u•tr•tos, activador•• o 

inhibidctr••· El trabajo de Gu•t, tl.....11.. eJ•t11pllfica ••t• conc-s>to 

to.ando COMO modelo a l• en::z:ima aspartat.o transcarba111ll••• lb>. La 

••part.at.c t.r•n•carba111il••• constituye uno d• lo• •J•111Plo• 111ejor 



e•tudiados del comportamiento coop•r•tivo y alostertca. E•ta 

COlflPUa•ta par ••i• •ubunidad•• id6nticaa 1 c•da un• de l~• cual•• 

cuanta can un polip~tido catalltico y otro regulatoria <7>. Cad• 

subunidad as capaz da unir una 1M>l6cula de •uatrata y otra de 

acttvador <ATP> o de inhibldor no comp•titiva <CTP>. Loa autor•• 

auat 1 at.......AL reportan que 1• un10n d• cada una de ••tas mol•cula• 

a cada subunidad cambia la conformacibn de ••ta Olti•a· Debido a 

••to, aqu•llo• caso• en io• que la adhe•iOn de nKJl•cula• no ••• 

homag•n•• en cada aubuntdad, •• g1meraran forma• a•im•tricaa d• 

1• enzima. Por la tanto, l• aapartato tranacarbamil••• puede 

•ncontrar•• en un gran nOmero d• ••tadoa o for•a• -teortc•••nte 

hasta en 6!•720-, dependiendo de la cantidad y localizacion d• 

las malecul•• qu• tenga unidas. Loa autor•• ••peculan acerca de 

la posibilidad d• qu• cada fer•• pr•••nte variacton•• en su 

r•activtdad y 1119cantama d• reacciOn. 

Sin ambargo, cabe imaginar que 

pueden presentar otro• tipo• de 

las protalnaa oligontericaa 

asimetrlaa <•J·• aatmatrla 

estructural>, ade••• da 1•• que•• induc•n por la tnt•raccton con 

metabolttow, coma sucede en el caso de l• aapartato 

transcarba•ilasa. DLlistera •Jempliftcar ••t• punto trayendo a 

••canario a la protOn-ATPaaa, •nztma estudiada en •l pr•••nte 

tr•baJo. A ra••rva da analizar can datalla la estructura de esta 

enzi~• en la prOKi•• aeccton, 

su sector catalltico <F1> esta 

baste por el momento mttnctonar que 

compuesto por tres subunidad•• 

beta <catalltica•> y tres aubunidadea Alfa <regulatoriaa>1 cada 

subunidad beta •• ••ocia con una alfa para formar tr•• parejas 
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alfa-b•t•. Gran P•rt• d• la• •odelo• qu• •• h•n for•ul•da ac•rc• 

d• la ••tructura del aector catalltlco ~Fl>. concib•n un arr•Qlo 

•l .. trico de laa trea p•r•J•• alf•-b•ta. Sin lttlb•rQo. ~el y 

P•der•en ofr•cen una vlsl6n radica1 ... nt• dif.,..ent•• b•••ndoae en 

•l e•tudla por difracclbn d• rayo• x del crl•tal de 1• Fl 

d• h!Qado d• rata (8). A partir de las i•Aattn•• Dbtenldaa. han 

concluido qu• el ••ctor catalttico <Fl> e•ta for'•ado por das 

..... •qutvalent•• alfa-b•t•• y par una t•rc•r• ••Ociada con 1•• 

•Ubunidad•• ,..nor•• d• la Ft. Qanwna. d•lt• y •P•ilan. E•ta 

aaoclactbn l• canfier• una poaici&n aatinetrlca y un ambi•nt• 

diatinto al d• la• da• pri .. raa. Le>s autor•• ••P•CUlan acerca d• 

1•• poatbl•• repercu•ion•• funcional•• •• 
••tructural d•tectada <B. 9), El aiQuient• e•qu ... IMl .. tra la 

••tructura propu••ta por Anliz•l y P•d•r••n• 

{ ,: ~-:.:~~ 
-·· . . ' -· ) 

En la "'i••a vena •• ubica el trabajo d• l.atschw y Capaldl• 

qul.n•• ft trav•• de eKp•rirMtnta• de 90tr•cruza•l-.ito qul•ico 

ll•vado• •cabo •Obre la H•-ATP• .. d• E. epi&. •uQieren qu• la• 

•ubunidad•• Q•-·· d•lt•, ~psiton, qu• tntttrvienien .n •l 

acopla~i•nto d• 1• F1 • la porcibn ,..lllbranal d• la enzi... •• 

••ocian per••n1tnt...,,te con •tilo una d• 1•• tr•• subuntdad•• b•ta 

<lO>. SU• dato• tndtcan qu• ••tratad• un• •ubuntdad b•t• qUlt no 

con •1 DCCD y •1 NBDCl 

dicicloh•Mllcarbaefll•lda y 4-clcro-7-nltrob9"Zafurano> 
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cual••, uniltndo•e • •Ole una •ubunidad beta, abaten ca•i por 

CDllftPl•to la activid•d hidrolltica. Por lo tanto, ••to• dato• 

apuntan hacia la •Mi•t•ncia, •n la H•-ATPa•• bact•riana, d• un• 

subunidad b•t• dif.,.•nte •n t_.•inD• de •u a•ociaciOn con otra• 

•ubunidade• da la •nzi .. y de •u participacibn en la actividad 

hidrolltica total. 

E• an •1 ••reo de la ••i .. trla, ant•riorm•nt• d••Crito, 1tn •1 

qu• qui•iera ubicar el pr••IHlt• trabajo. El •i•t••• biolbgico 

que ••utilizo fu• ta ATPa5a d• •itocondria d• corazOn d• r••· 

S• analizaran •U• caract..-latica• .,, preaancia d•l ce>91Pueato 

trifttnil••taKo, el cual int.,-aceiana can la '"1zt•• induciendo una 

inhibici&n dif•r•ncial llObr• cada un• de •u• actividad•• 

<•lnt••i• • hidrOli•i• de ATP>. A Qrandea ra•Qoa, lo• r••ultado• 

.UQ1trir •Mi•ten tipo• •• ••i-trla• 

••truct4ral•• .,, ••ta enzi .. 1 

•> la pri••ra •• r.tier• a la UbicaciOn de ..ua centro• activo• 

con r .. pecto al sector conductor d• proton .. , 

b) la aeounda conct. . .rn• • una SUbunidad beta localizada •n una 

po•icibn ••i .. trica, c~va• propi9dad•• catalltic•• no •on 

equival.nt•• a la• de 1•• do• •ubuntdad•• beta r••tant••· 

A ccntinuaci~n •• pr••1tnta una d••cripciOn de 1•• propisd•d•• 

estructural•• de la anzi••• "9Quida de una revi•iflin de lo• 

.ad•lcs ... aceptado• qu• •• han propu•ato p.ra explicar •u• 

-.cani.-o. catallticoa. 
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l. ESTRUCTURA DE LA PROTON-ATPa••• 

L• H•-ATP••• mttoccndrial ea la •nzima c•p•Z d• acopl•r el 

tr•naporte de protone• d•l Qr•di•nte electroqulmlco, gener•do por 

1• •ctivid•d r••Piraticrta, • 1• •lnte•i• d• ATP. Tambi6n r•aliza 

l• reacciC>n rever•ible d• hidr01i•l• 1 a trav•• de la cual ta 

ruptur• d•l ATP crea un Qr•dlente d• proton•• a trav•• d• 1• 

membrana. En condicione• fi•iolOQica•, la primera dota a la 

c•lula con la capacidad de tran•ductr 1• en•rota electroquf•lca 

d• la o.cidacton d• 1• Qluco••• a en•rot• qut•ica <ATP> 

aprov•chabl• por el metaboli•~o celular. La ••ounda, •n calllblo1 

no parece ocurrir en condlcion•• fi•lolOglca• en mitocondriaa 

<con eKcepcton d• la• propia• d• adipocito• productor•• de 

calor>, clorapl••to• y bacteria• ••rtlbic•• (11>. 

EMpr••ada 91\ t...-•tno• qutmico•, la reacciOn cataliZada por la 

H•-ATP••• mitocondrl•l •• l• •iQuimnte1 

ADP + Pi + l\jiH• --~ ATP + HaO 

L• tt•-ATP••• ••localiza •n 1• cara interna d• la• cr .. ta• 

•itocondri•l•• y ••tA compu•at• por do• ••ctor••• una porciOn 

hidroftllca que protruye de la membrana <F1>, y una porclOn 

hidroff:lbica •lllbebida so la .-.brana <Fo). E.cp.ri .. ntoa de 

mmdiftcaclOn covalente con inhibido.-•• c12-1e 1 30> y de 

fot~rcaJ• Clb> h•n d••o•trado que el sector Fl de•--s>•~• la• 

_,,_ 



funcionea catalltica& de la en:ima a trav&• de sus tres centro• 

activoa. Pcr otro lado, •1 sector Fo ha aido reconocido como un 

canal de protones que tran•loca en dir•cciOn inversa tanto a loa 

protonau del potencial elactroqulmico que se requieren para que 

ue llev• a cabo el proceeo de •lnteaia, como a los que se veneran 

como producto d• la r•acciein de hidrOlisis. 

La H•-ATP•sa •• una enzim• que h• sufrido pocos cambio• 

durante el proceso de evoluciOn. Gracia• • •sto, los e•tudios qu• 

•• han realizado •Dbr• la H•-ATPa••• de organi•mcs simpl•• co11ta 

las bact•rias, •e pu•d•n aplicar a la •nzima de orvani•mo• m&s 

complejos. O. aqul que ••ta ••cciOn incluya referencia• propias 

de la 1tnzima bacteriana. 

La• preparacion•• que ••han obt•nido a partir de dif•r•nt•• 

orvanis1110• no •on totalmente homov~••• en lo que a su n61111tro de 

•ubunidade• •e r•fi•re. E• ••l qu• •• ha reportado la •Kist•ncia 

d• 9-10 polip~tido• para la enzima de hlQado de rata ll7>, 11-12 

polip.-Ptidoa en •1 caso de honvo• y alvunoa ••mlferos c1e-21>, y 

14 polipftptldoa propios de la enzima de corazOn d• bovino <22>. 

Con esto• dato••• h•_lievado a un con•1tn•D de un •lniat0 d• 12 

polip..,tldo• para ~a H•-ATPasa de mamlf•ro. Propio• d•l ••ctor 

catalltlco Fl •on1 alfa, beta, Q&IJIM&, delta, •P•ilon y un 

p•ptido disociable, la protetna inhlbidora C23)1 corr••pondl•ntea 

• la tnt•rf••• 1mtre el ••ctor Fl y la porciOn Fo son lo• 

polip..,tidoa del cueJlol OSCP 1 F• V F• (24 1 25>1 por 61ti.o 1 

aquellos que •or••n •l canal d• pro~an•• o Fo aoru 

(26-28>. 

-6-
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SECTOR CATALITICO Fl 

d•lta, epsilon y la 

prot•ln• inhlbidora, que componen • 1• Fl, forman un aQr•Qado 

multi,..,.ico de 347,000 (29> O 3bO,OOO (30> de peao mol•cular. A 

tra~•• de eatudios d• recup•raciOn de •ubunidade• (31) y d• 

marcaj• de Qrupo• sulfhidrilo <32>, ••ha ••tablecido qu• la 

••t•quio.•trl• de l•• •ubunidad•• que forman la FI •• d• alfaa, 

beta~, Q•rMI••• d~lt•~• •p•llcn,, PI,. 

a>Subunid•de• alfa y beta 

B• cuenta con la •ecuencia de aminoAcido• de 1•• •ubunidade• 

alfa y b•ta de la •nzi•a de E, cpli (33> y d• coraze.i d• bovino 

<34, 3S>. Su an•ll•i• revela qu•• aunque la hOlllDIOQI& entre la• 

•ubunidade• alfa y beta •• m•nor qu• la qu• •xi•t• mntre au• 

toda •• ••cala (3~> ••• 

•uflci•nt•..ente alta cotno para poatular ta •Ki•tencia de un 

parente•co evolutivo (33, 35, 3b>. Dado qu• la• ••cu•ncia• 

hc•Oloqa• •ntre alfa y b•ta ta.t>ien •• han d•t•ctado en otra• 

prot•lna• que unen ATP, -entr• ella•, la ca••-ATP•••• la ATP!ADP 

tranaloc:aaa, la mi asina, 1• adenilato cicl•••• la 

fo•fofructocin•••• •l p&ptido bactariano REC A Y la aapartato 

clna••-, puede •uoerlr•• qua 1• mi••• secu•ncia •• dl•tribuy~ en 

el genoma a trav•• d• evento• secu•nciale• de duplic•ciOn g~ica. 

Se ha reportado qu• tanto la •ubunidad alfa ca.o l& b•ta 

cu•ntan con un sitio de un16n de nucleOtido• <44 1 45>. D• acu1trdo 
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con el criterio de Croe•. k.L..A.l. f.4> 1 tre• de lo• sitios de uniOn 

•en C•talltlcos debido a que •l nucleOtido que elberQan •e 

intercambia por nucleOtido del m dio durant• la actividad1 lo• 

tres reetantee, por interaccionar con la enzima a trav~s de una 
1 

unibn m•• fuerte, no se tnt11trcam~ian a una velocidad compatible 
1 con el prcceeo catalltico. Sa ha propue•to que los sitios de 

unlOn de nucleOtidoB no catalltiLoe se tocali:an eKclu&ivamente 

en la eubunidad alfa, por lolque &•ta 9010 cuenta con un papel 

r•gulador durant• la catAlis e l4b-~O>. No obetante, otro• 

autore• con•id•r•n qu• lo• itios de unlbn de nucleOtldo• 

(catalltico• y no catalltico•> ee tocalixan en la interfase •ntre 

la eubuntdad alfa y la batla <~1-~4>. Reci•ntement•, •• ha 

•uq•rido que un sitio catalftijo puede coeKi•tir con un sitio no 

catalttico en una subunidad b•t• <55>. 

Por otro lado, •• cu•ntr con •vid•ncias muy fuerte• que 

indican qu• la subunidad beta es la re•pon•able de la actividad 

catalltica. Esta conclu•ibnJ se obtuvo a trav•• del uso d• 

en•toqas fotorreactivo• de Ali y de lnhibidores d• la actividad 

que s• un.n coval•nte~ent• •1 •itlo activo <12-15, 29, 32>¡ en 

ambos casos, el marCaJe •• localizo eKclu•lva111ctnte en la 
1 

subunidad beta, evidenCta jº.ª muestra a dicha subunldad como •1 

centro activo reapcn••ble j le actividad catalftica. Esto• 

estudies talllbten han incidido •n •l conocimiento de toa residuo• 

d• ·~•no•ctdo• qu• lntcrvl•nrn "" ,. activid•d d• •• •ubunid•d 

beta. Entre et los, reaiduos de acido QlUtAmico, tirosina, li•ina 

y arqinina, que intttrvi•n•n /re•pectiv•mente en la unibn de t1Q•• 
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(37>. ADP (37) 1 ad.nin nuclebtldae (38) y fosfato t39. 40). 

b> Subunld•d•• Q•Mma, delta, •P•llcn y PI 

Dlv•r•as e•tudlo• acerca d• la entructura trldlmennlcnal d• la 

ttnzl~• muestran que l•• subunldade• menor•• de la Fl, gamma, 

delta y epellon, •e •ncu•ntran en la porciOn intermedia del 

c:oinpl•Jo Fl-Fo, acoplando la zona catalltlca <par•J•• alfa-b•ta) 

•l canal de protan•• Fo (3b, ~b, S7). En forma congru.nt•, 

eMperlmento• de entrecruzamiento qutmlco (~B) y de recon•tltuciOn 

de 1• Fl de E 1 rgtl CS9), ubican a la •ubunldad d•lta en contacto 

con la alfa, y l• •ubunldad •p•llon mn contacto tanto con Q•lllW• 

coma con beta. Por le tanto, puad• concluir•• qu• la• subunidad•• 

menares •en las respon•ablea d• comunicar el reato de la pcrciOn 

Fl con el sector Fe. Cabe d•stacar que cualquier MDd•lo QU• •• 

postule para eMpllcar la catAlisln de la H•-ATPaaa, tendr• que 

•Mpltcar cOmo un solo grupo da nubunidad•• Qamma, delta y •P•ilon 

interacciona con tres posible• pareja• catallticas alfa-beta. 

La protelna tnhlbidcr• <PI> ea la •ubunidad re•pon•able d• la 

inhlblcion de la actividad de htdrOli•i• de la H•-ATPesa (60>. 

Tefl'lbl•n es capaz d• inhibir la actividad de •fnte•i• pera &Ola .., 

•u f••• lnlcl•l y no cuando ••ta h• alcanzada el ••tado 

••taclonarlc <61-63>. Existen evidencia• qu• indican que ejtwc• 

•u funclon aaac16ndo•• a s01o una de l•s tr•• eubunidad•• b•t• 

Cb4). Dtcha ••aci•ctOn depende d~l estada en•rg•tica de la 

mtttftbrana <62, 6~, 66>. Mi•ntra• que el pat•ncial el•ctrcqulmtco 

d••pla~a a la protelna inhibidara de au sitio de acciOn (b3), la 

-9-



hidrOlists de ATP constit\.\ye un requisito indi9pen&d.ble para que 

pueda interactuar inhibitoriamente con l• •Ubunidad beta (b4 1 b7, 

bB>. Eatudioa •cerc• de su •eca.niamo de inhibicion. han re...,elado 

que la reacciOn de recambio ATP- Pi e& menos sensible a la 

protelna inhibidora que la reacciOn de hidrOlisia (b9, 70>. 

Siendo que la reacciOn de recambio implica la hidrOlisi& de ATP y 

au posterior re-slntesis a partir de lo• productos <AOP y Pl) 

albergadoa •n el sitio .activo, Tuen• d• Gbm•z Puyou, tl....&l. 

racionalizaron qu• la •ccion de 1• protetn• inhibidora con•i•t• 

en interferir con l• liberacion del ADP peQado a la enzima <71). 

Debido a que la reacciOn de recafnblo ATP-Pi no involucra la 

liberacitm de ADP. •• mucho menos auc•ptibl• al •fecto de la 

protelna inhibidora que la acti...,idad de hidr6li•i•• cuyo paao 

limit•nte 

nucl•Otido. 

••• •• 

e> Subunidadea d•l cuello• OBCP, F•• F• 

La H•-ATP••• mttocondrial cuenta con doa aubunidad•• que 

participan en la unibn del •ector catalftico Fl al aector 

1119..tJranal Fo. E•t•• •on la OSCP, el factor b, y el factor B. 

La protetna OSCP e• 1• aubunld•d que confiere • la H•-ATP4SA 

•U caracterlstica • oliQomicina, aunque no 

conatituy~ el aitio de uniOn de eate inhibidor <~7, i4t. Be ha 

auQerido que aeta subunidad mantiene contacto con la aubuntdad 

beta <72 1 73>~ Su funciOn ••• prob•bl• ••la de int•rv•nir •n la 

unten entre Ft y Fo <74>~ 
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El factor b o F. tambllttl participa en la unibn entr• Fl y Fo, 

con la particularidad de qu• re•etableCe las raaccion•• acopladas 

a energla en preparaciones tripsinizadas del complejo Fl-Fo (75>. 

El factor B o F• ee ha identificado como una uubunldad que se 

aeocta a la Fo a trav•• de •u aubunidad c, influyendo en la 

orqanizactbn del canal de protones a trav6s de au• grupos tiol 

<24>. Se ••be que estimula las reacciona• acoplad•• a en•rvsa, 

coooo 

transferencia de energla de•d• la Fo hacia la Fl, 

t7bl. 

SECTOR HEMBRANAL FO 

Se ha comprobado que el 

tran•locaclbn de protones a trava• de l• rMttabrana, parmiti1mdo un 

acoplamiento entre la5 reacciones del sector catalltico y loa 

proceso• enerQ&tico• (21, 79>. 

En E. cglt ••t• compuesto por tr•• eubunidada• -a, b y c-, con 

uno e9tequiometria •&• 11). En el ca•o de 

mttocondrtas, se ha reportado una e&tequlometrla ªª' b3, C• (32). 

De ••tas subunldad••• la ••• e•tudiada •• la c, 

conoctda CDlnO proteollpidc debido • et1 •olublltdad en 

aunque no contten• llpld09 unida• 

covalr.nte.-r1te. La lnteraccibn del prataollpido con •1 lnhlbidor 
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DCCO <dicicloheMilcarbodlimldal repercute en una inhibicibn del 

flujo de protones a travba del canal o sector Fe <BOJ. Se h• 

reportado qu• el proteoltpldo tnccrpcr•do a lipo•omas, lee 

confiere la posibilidad de conducir prctones1 esta conduccibn &e 

inhibe ccn DCCD CBl-83). 

' 
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lt. t1ECANISHO CATALITICO DE LA PROTON-ATP•••· 

Le• eetudlos que se han r•ali=ado hasta el momento. han 

r•v•lado tre• caract•rlatica• d• la catali•i• llevada • cabo por 

la H•-ATP••• mltocondri•l• 

1> La energla del gradi•nt• electroqulmico d• proton•• -qu• •e 

genrra como producto de la actividad re•piratoria-, ••utiliza .rl 

el proceao de stntesis de ATP durante la unibn d• •u•trato• y 

liberacibn de producto (64-Bb>. 

2) La converglOn reversible de ATP en ADP y Pi ocurr• •n el 

sitio catalltico en ausencia de un ca•bio en la enerqla libre del 

el stellfta t.'.G ._. 0) <B7-91). 

31 Lo acti "idad d• hidrOliaia 

veces •• velocidad de hidrbli•l• del pri1119r sitio. E•ta 

eceleraciOn involucra un incremento tanto •n la velocidad de 

ruptura del enlace como en Ja liberacibn del producto C.44, es, 

92-qb>. Concomitantemente, la enzima pres.mta una cooperatividad 

n•g•tiva en la uni~n de nucJebtido• <84, 97>• 

A continuaciOn •• comentan brevemente tre• de loa modelo• que 

•• han propuesto pera l"':cplicar el mecani•mo c•t•lltico d• la 
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el modelo de tres sitios 

cataltticos alternantes, el modelo de dos sitios catalttico• 

alternantes y uno regulador, y el modelos de un sitio catalltico 

y dos reQuladores. Cabe destacar que una diferencia central entre 

estos modelos, •e refiere a la participaciOn r•lativa de las tres 

aubunidades beta durante la cat•llsis. 

•> Modelo de tr•• sitio• catalttico• alternantes 

Propueato por el Qrupo de Boyer1 este modelo intenta •Kplicar 

•olecular 

particip•cibn ••cuencial de tre• •itio• cataltticc• ld•ntico•, 

que a lo larQo del cicle catal!tico, sufren alternadamente 

cambio• en •u afinidad por nucl•btido• <reviBiOn en 47>. Durante 

la actividad de hidrblisi• cada •itio 1 en secuencia, lleva a cabo 

loa •iguiente• tr•• p••oe1 uniOn de ATP 1 lnterccnveraiOn de ATP 

fuert.,.ente unido a ADP y Pi, y libltf"'acion de esto• producto•. 

E•t• 111Ddelo predice el· mi••o co111Portami•nto pero •n sentido 

inv.,.•o para •1 proceso de atnte•t•. Cabe notar que durante la 

htdrbliata 1 l• unibn d• ATP proiau•v• la ••lid• de loa producto• 

ADP y Pi. Del mi•mo modo, durante l• slnte•ia1 la unten d• lo• 

•uatratoa ADP y Pi •attmula la liberacion del ATP for~ado <B4, 

Bb 1 B?>. 
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--·-> 

b, 11od•lo d• do• •1tio• catallticoa alt91"nantw• v uno 

rwQulador 

E•t• .-od•lo sura• cC*O una llOdl4lc•c10n d•l IKld•lo boywrlana. 

propu .. ta por Drub.-y•r y P•n•faky <92, 93,. E•to• autor•• 

po•tulan qu• la •nzl~• cuanta con solo dos sitio• catalltlcca 

para la hldr011•l•· Par• ••to, •• b•aaron •n •Mp•rl..ntoa d• 

d•l rllOd•lo boywrlano1 ta.tJl~ consld.ra Qu• loa •ltloa actoan 

qrupo d• Oauth.,.on, augl•r• qu• la •ubunldad bwta no catallt1ca 

c> l"k:ld•to d• un •ltlo catallt1co V do• r•Qul•dor•• 

r•..-rwelo •• subunld•d•• con LlCI wn 1• Fl aolub1• 1 •• 
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tnterpr•tan por •1 Qrupa de Wang ca~a •vid•ncia d• la 1t>Ciatenct• 

de una •ubuntdad c•tal!tic• y do• reQulador••· proponen un modelo 

mn el que un Cnico centro activo s• ve con•tantem•nte influido 

por 1•• diferente• etapas d• liQacibn que ocurren •n l•& do• 

•ubuntdadas r•Quladoras (99-101). 
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111. UNA HANIFESTACION DEL MECANISMO CATALITICO DE LA PROTDN 

ATPa•as EL FENOMENO DE LA INHIBICION DIFERENCIAL. 

La literatur• ofr•ce mucho• ej•mplos de compuestos inhibidor•• 

que actOan de forma diferente sobre cada una de laa ~ctivid•des 

de la H•-ATP••a. Entre elle•, la aurcvertin• <102>, •lQUnc• 

an•loQoa de ATP (103) y le• ccmpu•atcs de tri•Iquileataño (104 1 

IO~l -todo9 ello• inhibidores pctent•• de la hidrOlisis qu• 

afectan de forme mucho ~•• somera 1• •lnte•ia. Dedo que la ••yor 

parte de loa modelos que •• han poatuladc para •Kplicer •1 

nt1tcenismc catallticc de la H•-ATPa•a <veaae modelo• referidas en 

la secclbn anterior>, parten de la premisa de que stnte•i• e 

hidrOlist• ocurren ttn una ~i•ma vla catalltica reversible, •1 

problema de la inhibtciOn diferencial constituye una paradoja no 

resuelta. La dificultad de eKplic•r come un compuesto, que 

cbetaculiz• un Qnico camino Bn%imAtlco 1 afecta preferencialmente 

•Ola una de las das actividades que· en 61 ocurren, h• sido 

abordada 

cin•ttcas. 

cat•lltico• 

hidrOli•i• 

pcr mucho• modelo• a trav•• de consideraciones 

Es ael como le• modelos 

al ternanÍ•• · eKpl i can le 

a trav•• de 1• p6rdlda 

de tres y dos sitio• 

inhtbiciOn dr•stica de la 

de •• cocparativided • 

Constd•ran que et efecto aup•rficiel sobre 1• slntesis obedece • 

qu• e•t• ac~lvldad ccurr• a v~locidad.. mucha .. nore•. Par •u 

p•rte. •1 1111Cd•lo de un •itic catallticc y des r•QUladcre• suvtere 

que la ~nhibiciOn diferencial ocurre cuando un 
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lnt1tr•cclon• con un •itlD r•Qul•dor que lnfluv• prefer•nci•l••nt• 

•obre la activid•d de hidrOlisi•• 

Sin efftbargo 1 la car.nci• d• expllcactone• totalm90te 

satisf•ctorias, ha llevado a la po•tulac16n de otro• mec•nl•.a• 

de inhibictOn diferencial. A continuaciOn se coment•n breve•ente 

dos de ellos. 

Mat•uno-Vagi, tll-Al. han propu•sto que la afnteat• de ATP pu•d• 

operar •n dos modalidades cin6ttcas 1 dependiendo de la ral•ciOn 

LfH•1• ATP•sas funcionales. Postulan que cuando esta relaciOn as 

alta, la enzima funciona con una baja KmA_.. y un bajo r•calrlbioJ 

por el contrario, cuando la relaciOn •• invierte, como sucltd• an 

presencia de inhibldor••• la sfntesia se lleva a cabo con una 

alta KmAD~ y un alto recambio. Con asto• datos, razonan qua la 

relatt~a insensibilidad de la stnte•i• ea la cona•cu•ncia d•l 

efecto compensatorio que produce la tran•iclOn a una mod•lidad 

cin~tlca de mayor recambio, la cual ocurre en •1 •omento en qu• 

disminuye el nOmero de ATP••a• funcionales. De acuerdo con ••ta, 

consideran que Ja sensibilidad de la hidrOlisis ••t• ocaaionada 

por la auaenci• de erectos ccmp~n~ntcr1o9 que aum@nten los 

valoree de la actividad, cotnD •ucede •n el caso de la atnt•ai• 

<10b). 

Por otro lado, el grupo de Griffith• ha int•rpr•t•do que •l 

fenO..no de la inhibiciOn difer1tncial •• una manlfeetaciCn 

dP la exiet•nci• de doa camino• catalltico• dlfer•nte• para 

stntesie e hidrOlieis. Propone que amb•• activid•d•a no aon 

lmagenee en el eepeJo. por lo qu• la H•-ATPaaa mitocondrial d9b• 

-1e-



con•iderarse como una enzima bifunclcnal. y por ende• asimétrica 

<10~). 

Les resultados del present~ trabajo y las conclusiones que de 

ellos ee derivan, pueden ser eKplicado• por mecanismos similares 

a loa propuestos por el grupo de Griffiths. La sospecha de que la 

inhibiclOn diferencial es consecuencia d• la estructura 

asi~~trica d• la H•-ATPasa, urge a una eKplcraciOn m•s detallada 

d• lo• rnecani•lllO• molecular•• que 1• dan origen. 

ifftPortancia de estudiar la cin6tic• y el mecanismo de acctCn d• 

un inhibidcr dif•r•nctal colllO el trifentleetaño. 
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MJERIAL y !1EIPDDS 

J. Pr9SJaraclon•• BlolbQlcas. 

•> Al•l••lento de mltccondrias. 

Aplicando la .. todclcqla de•crlt• por LDM y Yalin (107)• .. 

obtlen• una preparacten enriquecida de •ltocondrl•• d• coraz6n d• 

rea. E•t• t~nlca conalete. b•atca .. nt•• .,. •I rompl•l.,.to 

..-canteo .S. I•• c•lula• y .,, 1• obt9nci0n de I•• •ltocondrlas por 

c~trlfugaclfJn dl~Rrencial. El •lQui•nt• •aqu ... d .. crib• lo• 

detall•s d• ••te procet101 

Un cora%6n liaplo de orasa, coAQulo• y t•Jldo conjuntivo 

t1oll•lm1to durant• 1• en una licuadora induatrlal 

Adieten de 41. de buff.r taacar09• zso.tt, EDTA 15-1'1. Tria S... 

pH 7.4) 

l 
AJu&te del pl-I • pH 7.4 con un• soluctcn saturada da Trlsaa 

l 
tto.c>Q9fllzacl6n de Ja -Z"cl• licuando durant• I" 30"' 

l 
c.,.tlflc•cl6n del valor d•I pH <pH • 7.4> 
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Sobrenadant:e 

i 
Flltracitln pcr trttS capas d• Qa .. 

! 
/~ 

Sobr..,adant• Precipitada 

! 
b•uspen•l On .., buffer <aacarosa 

:zso.tt, Tris ~ pH 7.4) 

a bOO • Q durante 10• 

Sobr .... adant• Paqu•t• d• •lc•lna 

i 
c.ntrifugacl&n a 10,000 r.p.a. par 1~· 

i 
Praclpltada d• •ltacandrl•• p-ad•• Cacaplad••> y ltQ...-•• 

b> Pr911aracl6n d• p.rtlculas •ub•ltocandrlal- rtQ••-ATP. 

La abt.nclfln d• partlculas !5Ubaltacondria1 .. rtg••-ATP .. ll•vtJ 

a cabo s-oan la -todalDQla reportada pcr L .. y Ern•ter ClOB>. 
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interna de 1• mitocondria, por sontc•cibn con onda• •• 

•ncuentr• en la parte •Kterna de la ve•tculat d• ••ta for•a, •• 

encuentra en contacto directo con loa ca111Ponentea del medio d• 

r•acciOn. 

condlcianea, ae obtienen con un alto qrado de acoplami•nto y con 

una actividad hidralttica muy baja debido a su alto contenida d• 

pratetna lnhibidora. La• pasos a ••Quir en eata m•todoloota •on• 

Buspenston d• mltoccndria• •n eacarc•• 250in11 y A~P 61htt, a una 

ccncentraclOn final de 20mg/ml. 

1 
Ajuste del pH a 6.9-7.2 

! 
Scnlcacl6n durant• 1• •n baño de hielo 

1 
Paqu•t• de •itocondrta• lntactaa 

CentrlfuQ•clOn a 105K • Q durante 40" 

/~ 
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Preclpltadc 

l 
ReauapenaiOn en aacaroaa 2SOmM 

CentrifUQ•ciOn • 10!5K $ g durante 40" 

/~ 
Pracipltado de partlculas submitocondri•l•• Scbrenadante 

t 
R••u•p•n•lbn en ••caro•• 2~0mM • una concentraciOn final de 

11. ActivaciOn de Partlcul~• Mo••-ATP. 

CDlfto ya •• h• mencionado, 1•• partlcula• Mo••-ATP pr•••ntan 

una •ctividad hidrolltica •uy baja que ob•d•c• a •u alto 

contenido d• proteln• inhibidora. La r•mociOn de ••t• subunidad 

d• •U •itio d• accibn, repercute en una ••timulaclon de la 

actividad hidrolltica d• ha•ta 10 y •~ v•c••· A ••t• proc••D •• 

1• canee• coao actlv•ci~n d• la •nzi••· Beltr&n, at._.ei. <109> han 

r•portado qu• la H•-ATP••• mitocondrial pu•d• ••r activada sin 
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favcr•c• 1•• intl9t"accion•• hidrofObica•, y por lo tanto, pr••.,.v• 

1• ••tructura ..-branal y •l ••lado acoplado d• las parttcul••• 

t«JIA l!1PORIANTE1 La mayor part• d• loa •KPl9t"im•nto• d•acrltas 

•n ••l• trab•Ja se realizaron con parttculas aubaitiocondrial•• 

•ctivadas. En aqu•llo• pocos caso• •n la• qu• •ato no acurri6, 

•• eep•cific• claraM•nt• el u•a de parttcula• aubaitocondrl•l•• 

no activad••· La actividad de la• dif•rmnt•• prttparaclon•• 

(activadas> obtenida• csci16 entre una v•lacidad d• 4.6 y S.2 

vmcla•lmQ min •n 1• hidr61ieia, y 0.3 y 0.4 r•alaa/lllQ min •n la 

•tnteala. 

JJJ. Detwrminaci6n de Pratetna. 

la conc•ntracibn d• prat•tna d• la• 

.u•atr•• •• d•t•rminO utilizando Ja tecnica r•partada par LDNry, 

ct-A.L <110>, la cual funciona mn un int•rvala d• 0-bO}IQ• En ••t• 

prcc.diml•nla &e ~greQ~n a la mucatra: agua hasta o.e ~1, o.t ml 

BDS al lOY. y 2 ml de saluciOn e Cl •l d• Cu so. + tartrato d• 

Na•-K• + 1 ml NA2CD~ al ~Y. en NaOH o.IN>. S• r•poaa 10" la 

MUeatra •n ••l• •edio alcalina, y pcat•riar.-nt• ••adiciona 0.1 

•1 de r•actlvo de fenal d• Folln-Clccalteau 2N. D•apu•a d• lS•, 

•• reot•tra l• ab•orbancta a S60nm. S. utiliza alb6•ina •.,.lea 

bavtna para tr•zar una curva ••t•ndar. 
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IV. H&todoa E•p•ctofoto••tricoa d• CuantificaciOn d• la 

Ac'ttvidad. 

a> En••YO d• actividad d• hldrOllats. 

9• r•Qt•tro l• •ctlvld•d de hldrOlisls d• las part!cula• 

wubmitacondrlal•• a :so e, siQUi•ndo el ••todo r•pcrtado por 

Pullm•n, .t.....A,L <111>. El medio del ~n••vo ••t• ca111Puesto por 

NADH o.2mt1, fo•foenol.plruvata linH, rotenona ::5pg, FCCP :SJJQ• 

ptruvato cln••• lOU y d•shldrOQena•a lActlca lOU. En est• sistema 

ccurr~n la~ ~iQulentes reaccicn••• 

ATP -----------~ ADP+Pl PK DC 

hidrOli•i• + -~"> Ptruvato --T\-> Lactato 

PEP 

ATP NADH NAD 

A :S40nm la v•lccldad de d••apartciOn d• NADH pmr•lt• calcular 

la velocidad d• hldrOliaia m•dtant• la aiQulente fOraulas 

Aaba./Mln M Yol. cubeta 

VelH • ---------------------- a tmlcramclaa/mQ mlnl 

b.22 M -0 

donde, 6.22 corre•ponde al coeftci.nte d• •MttnclOn molar d•l 

NADH. 
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b> En••vo d• •cttvid•d d• •tnt••i•• 

La actividad d• •lnt••is de l•• parttcula• •ub•itocondri•l•• 

se •iditl a 30 e~ un lllwdio con Tri•-QAc 2s.tt pH 7.4. "'3<0Ac>~ 

IOflltt, glucosa 50frlH, NADP lpmol/Ml, ADP :z..tt, KH::aP04 15..t1, AIF' ~. 

hetcoquina•• ~ y glucosa b fowfata d••hidrOQlfl"la.. ~. En 

11Q•• HX DH 

ATP + QlUCD•• Olucosa-bP --T\> b fosfa-

alucOntco 

ADP --
A 340n•• 1• v•loctdad de far•acttm d• NADPH •• utiliza para 

calcular l• v•loctdad de •tnt.eatss 

Vll'l• -

6.22 X 9Q 

donde 6.22 corr•sponde al cottfici.nt• d• mcttnct&n .alar d•l 

NADPH. 
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V. ttetodo• Radioacttvoa de cuantificaci6n de la Actividad. 

a) En•avo d• actividad d• htdrOli•t•. 

La v•lcx:idad htdrolltica d• la5 partlcula• •ubaitoc:cndrial•• 

•• d•ter•inD a 30°C cuantt-ftcando la far-cton de •api a partir 

de Q-5 9fl'J-ATP. de acumwdo a la -tbdolaota reportada por el 

Qrupo d• ot..z Puyou <ll2). La .._.eatra .. proc.e•• aQreQ&ndol• l 

•1 de •Qua. 0.3 mi d• acetona y l •1 d• reactivo de 91alibdato <SO 

de heipt..r>libdato d• •MOnio. 40 •1 de &ctdo •ulfCrtco ION 1tn un 

volu-.en final d• 100 •l>. El Pi d•l .-dio •• incorpora a un 

co.pue.to d• foafo.olibdato •oluble .n •olv.-nt•• Pl'"Q&ntco•• A 

•1 d• ac•tato de butilo (fa•• 

orQ~ica>, •• aQtta p...-fttcta-..nt• ..,, un .. zclador Vort•M y •• 

c.ntrlfuQa a l,:SOO r•P••• durante 2 •ln p.ra •&parar la fa•• 

orQAntca d• la fa•• acuosa. S. ta.a una atlcuota de o.4 •1 de la 

fa•• DrQ.,.iC:a y ••coloca en un p.apel filtro, qu• .. cuenta en 

vtat .. Ctlll ltquldo d• c...,tellmto d• Bray. 

b) En•ayo d• actividad de •tn~ .. t•. 

t.. V.locldad d• •lnt••i• d• 1•• parttcula• •ub•itocandrtal .. 

- obtuvo .valuendo a :SOOC la for .. clfln d• t1-8f'J-ATP a partir 

d• ADP y .-.pt. El proe9dl•i11nto can•i•t• .,. aQravar a la -.. .. tra 

o.5 •l d• .oltbdato d• ..anta tal 3.:SX ~ "-90• 3.7N> y 0.1 •1 de 

acettlfla. Todo •1 Pl no Incorporado .,.. ATP r.-cctqna fora.ndo un 

CDlllPu-to d• f0tlf0901ibdato. el cual pu.cte .. traer.. coregando 
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de KH:aPO• 20mH 

<•C•rreador), 0.1 ml de acetona y l ml de isobutanol b•nceno. De 

la f•~• acuo•a, libra de '~t, ••toma una muestra de 0.4 ml, se 

aplica a papel filtro y se cuantifica el contenido da t1-'•PlATP 

en ltquido de centelleo eRAV. 

El potencial electroqul•ico se define como• 

dol •• mtdi6 El comipcnent• elactrico 

reQi•trando •l cambio de ab•orbancia del oxonol V, que ocurre 

cuando •• acumulan carga• positivas en la euperficie de la 

membrana. 9• utilizb o.~uM de DKonol V en el alftOrtiouador de 

alnteai• <Tri•-OAc 2~mM, Mg<DAc>Q 1~ y gtuco•a 50W't). La 

M9dicton •• llevo a cabo en un eapectofotbmetro de doble haz 

calibrado en b30nm tmonocrom•dar l) y 603nm tmonocramador 2>. 
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VII. CuantificaciOn de les ~H-adentn nucleOtidos unidos a l• 

enzima. 

Se determino el contenido de 3H-adentn nucleOtido• de la 

enzima utilizando la metodolDQla reportada por Pen•feky (113). 

t&cnic• con&iate en incubar la enzim• con ~-adentn 

nucleOtidos en un medio de hidrOliei& <••c•ro•a 200mM. Trie-OAc: 

20mH pH 7.4, Hg••-•-H-ATP 50pM 9 foefoenolpiruvato 20mM, K<OAc> 

20mH, carboxiatr•ctilOaido 50pH, 5'adeno•ina p•ntafo•fato 50pM)¡ 

posteriormente, se filtra 2 vece• c•ntrifuQando 1• en un• colufllha 

200mM, Trie-OAc 50mH pH 7.4). La• parttcula• filtrad•• carecen de 

lo• compon•nt•• del medio de r•accion. Se l• adiciona 509 C2% 

final> y •• toma una altcuota para m•dir protetn• y otra para 

cuantificar el tritio en liquido de centelleo TRITOSOL. La 

de •H-adentn nucleOtido• se calcula mediante la 

aiQutente formulas 

l ml nmol ªH H.Reac:cton 

tc.p.m. - blanco) x ------------ x -----------------~-- K 

Vol. contado 

l mo 

X ----------~ X 

o. 42 nmol Fl 

-29-
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RE:SULJAQQS 

1. An•ll•i• cin•tico del efecto diferencial del TPhSn •obre 1•• 

actividad•• de stnte•i• e hidr61i•ie. 

Entre loe inhibidor•• diferencial••• la familia de ccmpue9tc9 

de tri•lqUilestaWc •Dn lee que 

dra•tica entre 1• inhlbici6n 

hldroltttca y la que cau•an en 

producen un• 

que producen 

la actividad 

diferencia m•• 

en 1• actividad 

•int6tica de la 

ATPa•a mltcccndrial. Ej•rc90 •u •cctOn inhibidcra interactuando 

con un 9itic de alta afinidad localizado •n la pcrci~ Fo de la 

enzima que ne •• compartido por ctroa inhlb1dore• de canal ca.e 

cliqcsicina y diciclohexilcarbcxdiimida <DCCDl <114,115). Ha•t• 

la fecha, •• de•concce l• localizaciOn exacta de dicho •ttio, 

aunqu• •xi•t•n reporte• qu• eetablecen que lo• cgmpue•ta• d• 

trialquileetaXo pueden reaccionar con r••iduo• de hi•tidina y 

cietetn• <ttb, 117> o unir•• a tiole•, naonotiol•• y ditiole• 

Ctte, 119, 120). Div9r•o• estudio• realizadt>S con •l coa.pwtmto 

trifenil••t•Ko, mue•tran que c~t• tnhibidcr pre•enta una cin6tlca 

no ccmpetttlva, y que •u efecto •obre la ATP••• e•trtba .., •u 

capacidad para di•minuir la tran•Jocaci6n de protone• a trav•• de 

la percibo Fo (121>. E9ta concluaiOn ••obtuvo observando que •l 

TPhSn inhibe la r•lajaciOn anaerObica del potencial en partfcula• 

carent .. de Fl, y·no afecta 1• actividad de la Fl •oluble. 

-30-



El anAll•t• de la ctnetlca de tnhlbiciOn d•l TPhBn <Flaura 1> 

.u"tra qu• concentraclon•• qu• inhlb.n un 907.. la hldrfllli•i• 

<4n-.olaa/MQl, na •f1tCtan d• for .. alguna la actividad aint•tica. 

conc1H1traclon•• Mayor•• at inhiben I• actividad d• slnt••i•. Dedo 

qu• .,. pr-enci• d• cJ- •l TPhSn •• capaz d• funcianar caa.o 

tnt.,.caMbtedor Cl-/OH-, su• prapi.cl•d•• desacoplant•• aDn .u.y 

oaten•lbl••· Sin •.t>erao, todo• loa ••perl..ntc• d•acrlto• en 

••t.• trabaJo fu~rllX1 r••llzados en auaencta d• c1-. Par la tanto, 

le lnhlbtclOn qu• •• ob•..-va d• la slnt .. ta •• r•al y na obedece 

a un abatl•t.nto d•I co-.panent• •l~trico d•l pot•nclal a alta• 

conc..,tractonea d•l lnhtbtdar. Par~ carrabarar ••t• h•cho, .. 

par •• 
o•ldaclflln d• aucctnato en la cad•n• r•aptratoria, a dif•rent•• 

canc.nt.racton•• d•l tnhtbldar. La figura 2 clarall'l9ht• -.. .. tra qu• 

el ••ceao d• TPhBn no af•cta la for .. cton d•l , nl au 

maQnttud. CDlftD control tnt.,.no d• la tnhtbiclflln d• la hidrOliala, 

la fiQura 2 pr....,ta la .. dici6n d•l potencial ganarado par 1• 

htdrfllli•i• d• ttg•-ATP.. La calda qu• •• ob..,-ve d• ••t• 61tt.a 

potencial el tn.cr...nt.•r•• i• conc.ntraciflln d• TPtlBn 1 

corr•lactona con 1• iñhibiclflln d• l• actividad hidralltica. 

-31-
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E.!..W!CJ!_i.- <a> Efecto de diferEntes concentracione• de TPhS11 

sobre la slntesis y l& hidrOlisis de ATP. 

L•• pe.rttculas submi tocondriales f\.•eron i11cubad.is dur•nt.e 5• 

con el :lnhtbldor. La slnlesis (,'='P ---> t!-':1 2 PlATP) Sl: midiO 3• 

cfl"'~P\.•bs de ql1e loi\s parttct•la5 entraron en contacto con un medie 

compl!F.":0·to por •e-caros.:.. 200n1M, Tris-OAc 20mt1 pB 7 .. 4, ~=-Pt 10ml"I, 

MI] tOA~ > ~ lOmM, succi nat.o 20mM, ADP 2mM y ApSA 

Po•teriormente 1 se cu~ntific6 el ct-~~PlATP forn1ado tal y como •e 

describe en "r"laterial )' Ht>tcdo&"• Ld hidrOlisis se mldib 

Pnpect nfot-om&tricamvnte en un medio con •c1.carosa 50mM, Tris-OAc 

2!5mH pll 7,4. l~COAe) 30mM, MQ2 •-ATP 3mM 1 NADH 0 .. 2mM, PEP lmM, 

rotenona "3J•g. FCCP 3,...Q, ptruvato cinasa 10u y deahidrog•na&a 

1 ~r.t i ca 1<•11. 

(b) DllltDE dt:'l p11nel Ca> ei,presados en término• del 

de Ja ecttvtded inicial, 

porcentaje 

F!.AYLf!J• - Efecto de di fe>re11tes conca-hlraciona• de TPhSn sobre 

el potencial generi•dO por succinato 

MQllm•-ATP, 

y por 

El rEgistro se llevb a c•bo en un m•dio ccn Tris-OAc 25mM, 

HQCOAc>~ tOITll'I, glucos• 50mM, O.SpM cKcnol y 0.1 mQ d• p•rtSCUl•• 

!u1bmt t.occndri al C'il. pre·..-i c1.mente i ncubada5 SP con ol t nhi bi dcr. 



E'l ""nAliais de la actividad de sJnte!lis evnluadd a tr·avés de 

la ocumulacibn de [ ~ - 312PJATP en presencia del inhibidor y a 

d:I ferenteg t.iempoa de incubaciOn er1 el medio de reacciOn <Figura 

3), muestra un con1portamiento cint>tico, en el qull' se observa un• 

marc.!tda 1nf1 uenci a dc:>l tiempo sobro la i 11111 bici On producida por 

c:>J TPhSn. En este e~perimento se usaron dos concentraciones del 

compuesto inhibidor= 1) 4 nmolAs/mg, que no afectan la activid•d 

sintt>tica y 2> 6 nmo.1 aBlmg, que inhiben esta actividad en 

aproKimadamenta un 20Y.. 

Un acercamiento m•s detallado de este fenOmeno involucro su 

eKpl craci Ctn en un amplie espectro de concentra.cienes del 

inhibfdor <Fi!i!ura 4>. Les tiempos elegidos para este anAlisls 

corresponden al minute treinta y al minuto cuarenta y cinco de la 

figura 3. Como puede observarse en la figura 4, l• inhibiciOn 

llevada a cabo por al TPhSn sufre alteraciones cuando las 

pArtfculas son incubadas por tiempos de treinta y cuarenta y 

cinco minuten en el medio d• slntesls. 

La interpret.aciC.n de que han sido objeto Jos reliultado& de la 

f:I gura 4, descarta 1"' posibilidad de que la apariciOn de los 

picos que rebasan el iOOZ CFir;¡. 4 (b)) de la. actividad estC! 

lig•dd a un ~fe:to de eat.imulaciOn de la sfntesis por part• del 

TPhSn. Por el contrario. se considera que la elevaciC.n de lo• 

-::s2-
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Figura 3,.- Efecto del tiempo en la acumu1.lci0n de t't -""o:r-J1,rP 

de partlcula& submi tocondri ol r.a control• • 
4nmol/mQ min TPhS11, t bnmol/mQ n1in TPhSn. 

El ensaye se llevb a cotbc en un medio con sacarosi' 20(1mtl. 

Tri g-0F1c 2011111 pH 7.4, Mg IOAc:> :ilt lOmM, ::a;:;ipi l(lmN, !.UCCi nato 20mH~ 

r.oP 2mM. Ap5í\ 50pM y parttculeis submitcccndrialcs (1.7mi;i>. Loa 

cuantiftcacibn del r! - 32PlATP formado se llevb a cabo como se 

describe en "Material _y Hl>todcs". 

Figura 4.- <a> Efecto de diferentes concentracicn&s de TPhSn 

sobre la d.cumulacibn de c"6 - 3 ,.PlATP a los 

tiempo• 3, 30 y 45 minutos. 

Las mueBtras con y Gin tnhtbidor (0.73mg) se incubaron durante 

Jos tiempos indicados en un matraz OKigenado c:cm medio compuesto 

por sacaros• 200mM, Tris-DAc 20mH, MgCDAc>a lOmM, 32Pi 10mM, 

succinato 20mM, ADP 2mM y Ap5A 50ptt. La fcrmacibn de cg-~~PlATP 

•a detBr'minO como Ee reporta en "Material y Métodos". La curva de 

hidrOJtsis r€l'fcrenci a se obtu"'c espectofotomt-tric•mente en 

presencia de sacarosa 50mM, Tris-OAc 25niM, IO:<OAc) :SOmH, MQ""•-ATP 

::SmH, NADH o,2mtt, PEP imM, rotenona :SpQ, FC:CP :s¡.Q, piruvato c1nils• 

tOu y dr.shidroganaaa lActlca lOu. 

(b) Da.toa del panel ta) e:tpresados en t6r'minos del 

do la activided inicial. 

porcentaje 



vrtlor•s de ecumul•ciOn de ATP es una con•ecuenci• e•perada de Ja 

fuarte inhiblciOn de 1., htdrOJisi& • concentracicn•s b•J•• de 

TPhSn. Como todo• loa enperimentos se realizaren en au•encia de 

Qlucosa y deo la E'n:-imi!:' h1n1oquinasa <tralllf)a de ATP que utilt~ih 

todo el nTP del medio par_. fo&fortlar lo Qlucosa y producir ADf'), 

el ATP producto de l• actividad de stnteais se acumula en el 

ml:"dio de ra.accton. Mientras qua d1.1ra.nte tres minutos 

Jncubact~n r.n e] medio propicio para Ja stntesia. la acumulaciOn 

de f'ITP ec E-'!!iCasa <Vma1:. stntesis"" 150 nmol•s/mg>, •lo& treinte 

y r:l1ari:-r1ta y cinco minutos su valor e• con•tderable. Por end•, a 

cato& tiempo~. los niveles del nucleOtido sinteti;ado ser•n muy 

~1•n~, drbi~o a que la cancclaclOn de la acttvid~d hidrolttice 

por eol TPhSn repercute en la con•ervaciOn del mi•mo. De forma 

contraria, en ausencia del inhibldcr (vease ol intercepto>, los 

11ivel1t!I de ATP !!ierAn menores y reflejol\r•n •1 balanc~ que se 

PK~~h1•c• entre la s!ntests ~ l• dapleci6n por hidrblisia. 

quo el C".Dmpor tami en lo anOfnal o de 1 •& curvas de 

lnco:irpor"'ciOn de =-•Pi a loto tiempos de treint• y cuarenta y cinco 

minuto• •• interpreto como consttcuencia del• acWftulactOn de 

r -amp]ATP ~n el medto de reacciOn 1 se dectdiO r••liz•r el •ismo 

t·=•perlmento en presencia dP. gluco!la y d& la enzima heMoquin•&a, 

p,ira ar.c:qurar 1~1 rea1ociOn de ld. tt1e·1or parte del ATP del medio. L• 

fiqL1ra '5 muE's~r,.. los resultados Dblc11ido•. 
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Eigu1·a s.- Efecto de diferente& concentr•ciones de TPhSn &obre 

1• acumul•CiOn de [1-3~PJATP • los tiempo& 3, 30 

y ~5 minutes en preaencia de h•xcquinasa. 

Las muestras con y sin inhibidcr (0.73mg> Be incubaron dur•nt• 

Jos tiempoa indicados en un matraz oxi9enadc con madio compuesto 

por Bacaro&a 200mt1, Tris-OAc 20mH pH 7.4, Hg<OAc> iOmM, gluco•• 

::SOmt1, 3 3Pi lOmtt, succlnato 20mt1, ADP 2mt1, Ap5A 50ptl y heKoquinasa 

tOOU. En este ceso se determino la formaci~n de [~-3~PJATP 

midl11ndo Ja desaparicion de 3~Pi a trav•s de la t•cnica que se 

utiliza par-a cuantificar la for-n1aclOo de este anit>n <"'er 

"Hater-i al y H~todos". 

<t!) Datos deol panel <a) oi;pr-esados en t.e-rmtnos del porcentaJ• 

do la actividad inicial. 



La .nzirn• h•xoqulnasa, por remover el ATP d•l medici, anula lito 

actividad hidrollttca de la ATPasa mit.ocondrial. LOgicamente, la 

t ntitbt et On fl\.te s• ob•erva en estas condtctonea corresponde 

enteramente a la inhibicibn de la actividad de stntesis. En estas 

r.ondtc1onD!!I, a diferencia del e::pertmento de la figura 4, la 

tnt1ibict'°Jn del iPhSn ne- vflrlfl •n el tiempo y se pre•ent.• idtint.tca 

o la q11e pueda reQist.rar!ii:e ••pact.rofct.oml!tricament.e (ver FiQ 5 

<bl>. Por lo tanto, puede concluirse que la discrepancia que se 

cbtH!rvi11 entre los rc!luttados de las fioura• ~Cb) y 4(b), indlc:.a 

q~1e la presencia d• ATP en el medio ea la responeable de las 

alteracioneg en la tnhibiciOn del iPhSn comentadas anteriormente. 

Con el objeta de discriminar entre un ef•cto net.ament• 

ctn~ttco. ocasionado por la inhtbiciOn de la htdrOltsts, y una 

part.iclpact6n real del ATr> en •l proceso de lnhlbiciOn del iPhsn, 

!IP decidlO evaluar el efecto de dic~o inhibidcr sobre la 

fo•fortlactOn en pre•encia de un exceso de ATP frto, ••decir, en 

condlcionP.s de hidrbli•is. La fioura b mue•tra loa resultados de 

tos estudios 9obre1 

il el efecto del iPhSn sobre la fosforilactOn en preaancta da 

! 111t1 ATP. 

2l el efecto del TPhSn •obre la hidrOlieie an condicione• de 

f~3fortl~ciOn (Rs decir, en presencia de succinMtO y ADP, y en 

a\19enct a dE> dEaacopl ante!!>. 

3) el efecto del iPhSn sobre la fosforilacten normal. 

-:sq-



Para facilitar el anAlisis de las cinética& presentadas en l• 

figura ó, me permitiré ccment~r cada pAnel pcr separado& 

Ca>.- Se muestra nuevamente que las cinéticas d• 

acumulacit:ln control 'I ccn 4nmcla51'mg de TPhSn sen simil~res a 

tiempos cortes. En presencia de una concentracit:ln de ónmolas/mg 

TPhSn, que causa una disminucit:ln del 20% en la 1<elcc.idad de 

stntests. los valeres de acumulaciOn son consistentemente. 206 

PAnel Ch>.- Se evidencia el .l'.umento congruente en los valores 

de acumulacit:ln de ATP stntett:ado al adicionar al m~dio 1mM de 

ATP frto. EMi•ten dos razcnes cin•ticas qu~ Justifican ••t• 

hecho. La primera consiste en que parte dal exceso d•l ATP frie 

añadido, sera hidroli:ado y c.ontrtbuira a aumentar la magnitud 

del potencial de membrana¡ come consecuencia• se lle~ar' a cabe 

una stntesis no neta de [',.-2 "'PlATP a partir de ~"'P, cuyo11 valores 

se sumarl.n " la sfntesie. neta. El segundo factor que inter"iene 

en este fent:lmeno es que el exceso de ATP "exOgeno" <no 

einteti%ado por la enzima) ser• hidrolizado por la ATPasa, 

probabittsticamente, en mayor proporciOn que el c·f-=-2 f>JATP reclen 

'llint•ti2ado. Debido a •sto, •• conserva m•s t~ -=-mPlATP que en la 

condJcit:ln control isin'ATP frfo> en donde•• ponen en JueQD las 

contribucionas de stnte91s e hidrOllsis. La adiciOn de lmM de ATP 

detiene practicamente la hidrt:llisis del [~ -=-•PJATP sintetizadoa 

por eru:te, puedl! con!Si d!!rar!le 1 fenomenolOgicamente, como un• 

condicit:ln de stntesis absoJuta, equivalente a 1• que ocurre en 

presencia da heuoquinBBa. Por esta conslder•ciOn, uno esperar ta 



que a •.1na ccncentraci6n de 4nmolas/lllQ de TPhBn. que sOlo inhibe 

1 a hi drOl i !5i 9 y no 1 a st: ntesi &• 1 as curvaB que mueatr•n 1 a 

fosforilacibn + tmM ATP y la fosrorilaci6n + 4nn1cla•lmg d~ TPhSn 

presenta 1 i\ 

conservando 

Ji g•ramente 

foefori1•ci6n 

fosforilact6n 

un 1 :5Y. de 

menores que 

.. ATP. El 

Por lo mtsmc. la curva que 

+ 4nmolas/mg de 

hidr6lisis, dl!bla 

TPhSn. que sigue 

presentar valore• 

qu• refleja la 

partlcUl<1S incubadas con bnmolas/mQ de TPhSn, aunque esper•ndo 

valores 20Y. menores que les de la curva d• fcsfcrilaci6n + ATP y 

de la curva teOrica de fosforilaciOn + 4nnt0las/mg de TPhSn + ATP 1 

debido a la di9minucton real del 201. que dicha concwntraci6n de 

TPh~n ocasiona en la actividad sint•tica. 

Stn embargo, en contra de lo esperado• •• ob••rva 

0:1pc-rimi!!nlalmente que en presencia d• lmtt de ATP "•K6Q•no" la 

1nh1bici0n do-1 Tf"h9n ~obre la acumulacitln d• ATP •• atUCho mA• 

drA•ticoJ. 

P~nel <e>.- Se presenta la curva de hidr61isis obtenida en 

condicion•• de fosforilaci6n. En dicha• condicione•• la actividad 

hidrDl!ti~• e~ muy baja. Este efecto •• •ncuentra a111pliamente 

documentada en la literatura¡ se sab• que la pr••.ncta d• ADP 

inhibe la velocidad hidrolltica (122-124)¡ se supone que el 

succinato despl•za 1• catillis.is de la en:iina haciA 1"' direccton 

de slnteais 1 probablemente confiriendole una nu•v• confor••cion 

rn 1• qu• 1• afinidad por ADP y Pi es mayor <125• 12b)J y par 

f&ltimo, se conoce que en ausencia de des~coplantell la actividad 
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Eoiua•'•'r"-'ª'--"6.- Ca> Efecto del TPhSn en J,¡¡ acumulación de 

ct-3~PlATP medid• a tiempo• cortos co-12 

minutos>. 

El ensayo se tlevb a cabo con partfculas •ubmitocondrialea 

<S mg> con y sin inhibidor ccontrol> en un medio compuesto por 

•acares" 200mM, Tris-OAc 20mM pH 7.4, MgCOAc> lOmM, 3~Pi lOrnM, 

succinato 20mH, ADP 2mH y AP~A ~OfH• 

<b> Efecto d•I TPhSn en Ja •cumulaciOn de c~-~~PlATP medid• • 

ti••pos cortos C0-12 minuto•> en preaencia d• HQ••-ATP lmM. 

B• •iQUib •1 mismo protocolo qu• Rn el panel <•> pero en 

preeencia d• Hg••-ATP lmM. Con ol fin de comparar las curvas d• 

ambos paneles, •e incluye 1• curva control d•l panal Ca>. 

Ce> Cur•o de Ja actividad hidrol!tica de las P•rttcula• 

submttocondrial•• cuando 6stas •• encu•ntran en las condiciona• 



hidrolttlc• nunca ll•Q• • • •u V•ax. E•t• pAn•l ta•td•n 11U••tr• 

la actividad Muy b•J• d• la hldreni•i• inhibida por 4 y 

6ntMJl••I .. d• TPhsn. 

.. llaga a la 

conclu•ifln d• qu• el TPhSn •• capaz d• inhibir la •lnt••i• d• una 

~•nera ••• poderoaa •n pr•••ncia d• ATP. E•t• concluaiOn invita a 

ta rlN'•loractOn de la figura 4. Un an•ll•i• auperficial de la 

figura 4(b) podrt• ll•varnos a la conclu•tOn .rron•a d• qu• el 

au"'9flto d• 1• concentractbn d• ATP en •l ,..dio. al au~tar •1 

ti•lllPo d• r•acct&n, conduc• a una inhlblclOn cada V•Z ••• •oni.,.a. 

Por •1 centrarlo, lo• dato• •••nado• de la figura 6 ccnttr .. n •l 

•fecto cpu••to. La aolucten d• ••ta aparente paradoja •• 

encuentra .n la ractonatizacibn de qu• •i •l ATP no af.etara la 

lnhlbicion d• la stnt••i• por •l TPhSn 1 to• valor•• de 

acu-..laclfln d• 1• figura 4• •n •1 •inuto tr•inta y cuar.nta y 

cinco, •arlan lllUCho maa attoa. 

pon abJ•ta de caracter t zar el papel d•l ATP en •1 proceao d• 

tnhlbicitw"I d•l TPh9n 1 .. proc.cti& a ••tudtar, a trav•• de una 

curva de concentraclbn, la influencia de dlfersnt•• 

conc•ntractonea d• t1Q••-ATP en lo• valora• d• la actividad de 

alnt••t• (•in y con TPhSn> y de l• actividad d• hidrOll•i• en 

condlcion•• de fosforilacibn C•ln y can TPhBn>. 

Reault• tmpcrtant• destacar que cada punto d•l ••...-1-.nto que 

.ue•tra 1• figura 7 ea realizo con una cancentraci&n .uy baJa de 
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partlculd'll submitocondrioles (12.5u9.>. con el fin de que la& 

vsrtociones en la concent.raciOn de ATP del medio• dadas por la 

slntesis del nucleOtidD a partir de ADP y Pi. 

hidrblisis. no fueran significativas. De esta forma. 

'I por &U 

5-e pueden 

evaluar loe resultados del e}(pariment.o sin t.enier que sean la 

consecuencia da alteraciones fuertes en •• co1,stante de 

•qutltbrio da Ja reacciOn. 

Le curva de fosforilecibn control de la fiQura 7 mue&tra el 

cureo que sigue la ~cumulaciOn de ATP al ir aumentando l• 

cancentraciOn de MQ~•-ATP en el medio. El incremente inicial que 

•e observa en la velocidad de stntesi•• al pasar de la condicion 

de º>'M ATP nn radioactivo a la de 100)1l1, obedac• a la canc•laciOn 

de la hidrOli•i• del AT~~p reci@n sinteti:ado cauaada por la 

hidrOJtei•• probabill•ticamente preferente, 

radioactivo presente en el medio. Gracias ~ ••to, la& velocidad•• 

de slnt.esis registradas corresponden a la slnte&is absoluta <no 

mermada por Ja acttvidad hidrolttica). La eatabilidad d• los 

puntos eutnsiguientes <obtenidos a 200, 400, bOO, BOO y lOOOfM> no 

e• sino el reflejo d~ lQ constancia •n la relaciOn ATP t~ptt•. E• 

un hecho conocido que en el estada •stacionarto, el JU•QD que •• 

por al 

Pl@ctroqu!mico y \a hidrolisis del ATP rect•n formado -que a su 

vex genera un potencial de prct.cne• que contribuye a la ~lnte•is 

de ATP-, conducR a un valor con5tant• d• can•RrvaciOn de ATP. 

Este efecto puede observar•• claramente al cocnparar la• curva• d• 

fD•forilaciOn e hidrOliE15 control <panel <a> y panel <b~, 

-:se-
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Figura z.- (a) Efecto de la conc90tracibn de ATP en l• 

inhibicibn que provoca el 

acumulaciOn de c1-=-~PlATP. 

TPhSn •obre lil 

J2.Suq de p01rtlculaa EUbmitoccndriale& se incubaren durilnte 3' 

f:.'n un m9dio ccmpt.•e•to por !lecarosa 200mM1 Tris-OAc 20ml1, l1gtOAc);1 

'"""· 
Poateri~rmente, se 

succin.;oto 

determine el 

~OmM, ADP 2mM y Ap5A 50pl1• 

C iS -=-mpJATP formado como se 

tl'!lpPr:i fica rn "Material y t1&todos". 

(b) Valc-rE.>& da la acti.,,idad hidrolltica en la• condicione• 

e:1p~r-ifhent.ales del pan•l (a). 



re!lpr>ctiv•mrnte> en !!IUS Oltimos puntos 1 que corresponden a un 

estado estacionario. En estos puntcs 1 la rel aciOn 

stntesfg/hidrOlisis es igual a 1¡ ésto es 1 una ve% alcanzada 

ciert~ acumulaciOn de ATP en el medio 1 todo aquello que Bu 

sintetice ser~ reciclado a trav&s de su hidrOlisis para la 

formaciOn de potencial utilizable por la slntesis. Por su lado, 

la curvl' di!' hidrOlisis control <ver Flg. 7<b) l muestra el aumento 

en la •velocidad de eata actividad1 al incremEintar la molaridild 

del ATP del medio, hc1st,i alco\\n::ar su Vn1•11 en condiciones de 

fosfori 1 actOn. 

Congruente con los resultados de las figuras anteriores, l•s 

curvas de fosforilaciOn en presencia de TPhSn de la figur• 7Ca>, 

muestran el aumento notable en la inhibiciOn que provoca el TPhSn 

al ir•e incrementando la concentraciOn de H~2--ATP. A 400uH de 

ATP1 !!le registran valgres de stntesis 501. menore• que lo& que 

corresponden a l• inhibiciOn por TPhSn en ausencia de ATP tve,.­

intef'"cepto). Dado que el e:<cego de ATP ff'"!o "eKtlQ•no" conserva al 

nucteottdo radio•ctivo reci&n sinteti:ado, toa r•giat,.-o& muestran 

la s!ntesta •baoluta. Por lo tanto, et i ncf'"emento en l & 

inhibtciOn del TPhSn en presencia de ATP •• real y no obedec:& A 

l~ contribuciOn -de cualquier forma minima- 1 de la hidrOlists en 

ccmdicion•s de fcsfof'"ilaciOn inhibida por TPhSn. 

Con el fin de ewplo,.-ar un peco m•a el mencionado efecto del 

ATP •obre la tnhibiciOn dife,.-encial del Tf'hSn, se euplof'"O el 
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r:-fncto de dicho compuesto sobr• la reacciOn de recambie.o ATP-Pi. A 

•raY~& rte la re,!licci6n dtt recambio ATP-Pi es f'IO!libl~ ove.luar la 

·- 1 ntc.-51 5 rte ATP <rec11mbt O) impul cada e11clust Yamente por el 

pat•ncial gancrada por la hidrOlisis de Mg~•-ATP. 

1:'1n!'IPCUP-nt,emt!nte, 1 as medl cienes de cada una de las actt "i dade• 

~~ llr.van a cabo en condiciones id~nttcas, •s decir, en presencia 

1mt1 M¡;i:a•-AOP y 1 Oml'I Pi. Los regi •tr os &e 

llevAr~n a r:-abo vftrlando la concentraciOn de TPhSn. 

En c>??.tf" e~1pl!'r:lmento se uti]i;:O una conc•ntractein de TPhSn que 

n~ inhibe lA stntests Cver FiQura t>. De acuerdo con éalo, el 

resulta do esprado •erl a l • i nhi bi et en del recambio .ab•ol utament• 

cl[>pendiente y proporcional a la inhlbiciCn dn la hidrOlisi•· La 

f:lgura e muestra, pc:or ol contrarto 1 un aun1ento notabl• de la 

rPlaciOn hidr6lisistrecambio1 ~stc es, el recambio •• inhibe üOn 

m•!" de Jo qu• Ee inhibe la hidrOlifiits. Siendo que ••t• reacciOn 

'51! mide con lmtl Mg••-ATf', interpretamo• qu• una concentraciOn d• 

TPhSn que no afecta la slntesls en ausencia de este nucleOtldo, 

B• VUE"lYa podL>ro~•m•nto inhibJ toril:l en su presencia, tal y co1110 

se rtr'l'lprL>nde de 1 as "figuras antrri ore-e.. 
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Figura a.- (a) Efecto del TPhSn ~obre lü reacciOn de recambie 

ATP-Pi. 

La !IS nte6i • de cj -"''PlATP Crecambi e> se m:I di O en un medie con 

~.PC'arcsa 200mM, Tris-OAc 20mH pH 7.4. Mg(QAc>:z 10mM1 ,::<Pi 10mM1 

ADP lmM y Ap~n ~o¡.aM. La hidrOliuis de ct-"'2 PJATP se registro en 

um medio con sacarc5a. 2oomM. Tris-OAc 20mH pH 7.4, HgCOAc>a 1or1111, 

Pi JOmM, ADP lmM, C~ -~"'PlATP lmM y Ap~A SOuH. La formaciOn 

CrP.c•mbi o> y ruptura. <hidrOl i si u> del C~-3ªPJATP se cua11ti fi cO 

cerna Ee describl:! en "Material y M&tcdcs". 

Cb) Efecto del TPhSn sobre la relaciOn hidrOlisis/rec•mbio. 

E'tsta curva se elaboro con les datos eicperiml:!ntales del pa.nel <•>• 



lt1PORTANClA DE LOS RESULTADOS ANTERIORES 

Lo• •Mperim•ntos de•crito• r•pre•antan una aproMtmacton a la 

caracterizaciOn cinetic• d• la inhibicton d•l 

compue~to TPhSn sobre la ATPa•a de partlcula• •ub•itocondrial•• 

da corazbn de re•. El hallazQO del •f•cto· estimulador d•l ATP 

•obre el poder inhibitorio da este cotflPu••to puede r••ultar 

int~rc~ante en tanto ayude a comprend•r la fenom•noloQla d• la 

inhibicitln 

mecanismo 

diferencial. 

intrlnseco de 

PUede con•iderars• que 

tnhibiciOn del TPhSn 

dado que 

requt•r• 

•• 
•• 

concentraciones micromolares de ATP, r•sulta coh•rent• que la 

nucleOtido, ... 
afectada de forma mucho m~s drAstica que la actividad sint•ttca, 

que en tiempos cortos produce tAn sOlo conc•nt.ract on•• 

n•nomolar•• de ATP. Adem••• durante la slntesi• la Km~Y~ •• ••vor 

qua durante la hidrOli•i• (127). 

O.•de otro punto d• vista, los r••ultados obtenidos •UQiaran 

que la uniOn de un nucleOtido -en •ste caso ATP-, a la porctOn Fl 

de la •nztma, constituye una señal qua e• capaz d• prop•Qar•• al 

••ctor- Fo, conftriendole un cambio d• conformaciOn o un nua~o 

estado en •l que la acciOn inhibitoria del TPhBn •• •ayer. 
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11. EttploraciOn del mecani•mo de inhibiciOn del TPhSn a trav6e d• 

la evaluaciOn del nOmero de en:imas funcionales en una poblaciOn 

inhibida. 

Paralelament• al anAliai• cin6tico r•ferido •n la ••cciOn 

anterior, •• recurriO a otro• enfoqu•• eKperimentale• qu• 

permttier•n un acercamiento mas inci•ivo en los mecani•mo• 

cat•llticoe d• 1• ATPa•a mitocondrial. Dado que •l objetivo d•l 

pr•aente trabajo se ubica en •1 cont•Kto del entendimiento d• las' 

relacton•• <•im•trica• o a•im6tricas> que eKiaten entra Fo y Fi, 

y e au vez entre la• dos actividad•• catallticam de ••ta Oltima, 

se procediO • realizar una serte de eKparimentos encaftinadcs • 

e•claracerlas. En t•rminos genarales, la estrategia utilizada en 

••ta segunda parte del trab~jo Ha baso en el analt&ia de la 

cantidad y composiciOn de nucteOtidoa ••ociado• a la enzima como 

•u•tratc• y productos de la cataliaia. 

Tal como se cementa en la tntrcducciOn Cpag.18> 1 las hipOt••i• 

que hasta ahora •• han esgrimido en 1• lit•ratura para •Kplicar 

la inhibicion difer•ncial de los compuesto• d• trialquiJeataKo 1 

inhibidor pi•rden por ccinpleto •u 

actividad catalltica. Este aKioma emana de anaJogla• establecida• 

con otro• inhibidores de canal colftO 1• oligo•ictna y •1 DCCD, 

Se consid•rO que el primar punto a conocer para deducir algOn 
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ft'lod•lo d•l m•cani•mo d• inhibiciOn del TPhSn consi•t• en 

dilucidar si la inhibtciOn que provoca •obr• cada 11101•cul• d• 

parcial o total. Con ••t• fin s• proc•dtO a 

cuantificar, di! acuerdo a la metcdolcgia descrita en "ttatari•l y 

Mtodo•"• la proporciOn de enzi••• que de•pu•s da haber entrado 

en contacte con ~H-ATP, albergan •n su interior nucl.Otido 

radioactivo, especlfic~~t~ ~H-ADP. E•t• •• una medid• muy 

adecuada del na .. rc de enzi••• hidrolltlc•• funcional•• dentro de 

un• poblaciOn. Lo• datos obtenidos de mue•tra• ••v•r .. ent• 

inhibidas por TPhBn •• resumen en la tabla •igutente1 

TABLA S 

1) SMP control 

2)St1P • 2.enmcl/mg TPhSn 

3l9ttP • b n.al/mQ TPhSn 

4l911P • 7. 2n•o1 /tnQ Tf'hSn 

~lSt1P • 11 n1r1cl /.-Q TPhSn 

6)St1P • 6.0Uq/mQ Oltgc:unlcina 

100% 

20'Y. 

:s.~'Y. 

:s. ox. 

3.0'Y. 

5.0X. 

Adh••ibn d• 

~H-nuclltCti dos 

mol»H-ANP/inolFl 

0.720 <SOOY.> 

o.6B4 <95X.> 

0.669 (93'X.) 

o.633 tea~> 

0.612 <BS,..> 

o.:s24x. <4!5Y-> 

La eemeJanza en los valor•• de asoci•ciOn de =-H-ANP entre 

parttcula• <SMP> ne inhibidas y partlcula• inhibidas •• un 
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indicio d• que l•& •nzimas con TPhSn realizan ciclos c•t•lltico• 

iQualaa, aunque de menor velocidad, qua lea da laa anzim•• qua 

carecen d•l inhibidor. Sin embargo, la correcta interpretaci6n de 

astes dates requiera del an•ltnis de la composiCi6n de 

nucleOtidoa por cromatografta liquida da =Ita presi6n <H.P.L.C.). 

E•t• nacealdad ae vuelva evident• en la mua•tra con oligomicin•, 

tncerporada al •KP•rtmente como control da inhiblciOn tot•I da 

cada Mol•cula da enzima qua lnteractOa cen al compueate (12B, 

129>. Como pultda ob•ervarsa, la a•oclaclOn de =-H-nucl•Otido• •n 

pr••iancia da oligomtcina as baatant• menor qua la qua •• registra 

en pre•enci• de TPhSn. Sin embargo, el 5Y. de enzima• qua 

permanecen funcional•• an prasancta da bUQ,mg da oligomicina no 

puede generar por hidr0lls1• valorea tan altead• asociactOn da 

'-H-nucleOtidoa. El an•liaiB crematogr&fice aclara que la mayor 

parte da lea ~H-nucleOtido• unidos a la enzima en pr•••ncia da 

aate inhibidor, est• con•titutd• por ~H-ATP <130). E•ta h&che 

corrobora qua la• enzimas con oligemlcin• pierdan por completo •u 

actividad hidrolltica, no ob•tante conserven cierta capacid•d 

para unir =-H-ATP. 

Sa llevo a cabo al an&li•i• per cromatografla liquida da alt• 

presiOn de l•• •ueatraa 1> y 3> d• Ja Tabla l. Lo• ra•ultado• 

cbtanldos aa presl!ntan en la T•bla 2. Resulta conveniente aclarar 

qu• los adenln nucleOt.idos qua p•rticlpan •n la cat&li•i• d• la 

ATP••• mltocondrial son eMcluaivamanta ADP y ATP. El cont.•nldo da 

~H-At1P qu• pre••ntan las muestras analiz•d•• no proviene de la 

act.ivid•d de ••t• enzima, sino de 1• catAli•i• da alguna otr• 
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TABLA 2 

SHP control 

sttP + bnmol/1119 TPhSn 

09H/F1 

o.628 

o.sa4 

Y. d• =-H-ANP unido• • 

partlcula• •Ubmitocondri•l•• 

AMP ADP ATP 

39% 

29Y. 

47Y. 

SOY. 

14,. .. 

21'<. 

Loa dato• de la Tabla 2 mueatran qu• •l porc•nt•J• d• 2 H-ADP 

producto d• l• hidr0lisia 1 es el •i•mo •n •Mb•• condicione•. La 

conclu•tOn mAs viable •• qu• en pr•••ncia de 6nmol/mQ d• TPhSn, 

la mayor part• de la• enzima• se encu•ntran funcional••• 

contribuyendo a l• actividad total con un recambio 11uy bajo. E•t• 

corolarto •• d• •xtrema importancia ya qu• pon• •n •videncia una 

caract•rtstic• fundamental d• la inhibiciOn provocada por el 

TPh9n1 • •abar, •l hecho de qua las enzima• •••n funcional•• 

t-.plica que todavfa pu•den boab••r proton•• a trav•• d•l canal. 

Por lo tanto 1 siendo un tnhibidor d• canal, •1 TPhSn na d•tt~• 

por compl•t.o el flujo de protonea. 

C091o se d••prend• d• l•• Tabla• 

awociaci6n de nucl•Otidoa en parttculas activada• •on au• .. •nt• 

baJoa1 esta inconvenienct• impide dtac•rnir con claridad l• 

coinpoatclOn d• la• 3 malas de attio& cataltttcoa qu• conti.ne la 
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ATP••f' en un mol d• en::ima.. Siendo que la conclusiOn qLte •e 

de•prend• de la• t•bla5 anteriore• ee de gran relevanci• en el 

•ntendimtento del mec•ni•mo de inhibicton del TPhSn. •• decidiO 

r••liz•r una variante de ambos exp•rimento• con partscul•• no 

activad•• lATP••• ~ p•ptido inhibidor>. con el fin de corroborar 

lo• resultado• anteriore•• El razcnami•nto fundamental que 

r••palda dicha deci•iOn ea que l•• partfcula• no activad•• 

adhieren aproximadamente 3 melas de ~H-nucleotidcs/mot F1, 

corre•pondi•nt•• a los 3 sitios catalfticos que pose• la •nzima, 

al wntrar wn contacto con 5 H-ATP.. La Tabla 3 muestra lo• 

resultado• obt•nido• al an•liz•r l• ••cctacton de 5 H-ANP a 1• 

enzi•• no activada en pre••ncia y aus•ncia del inhibidor.. El 

an61ists se llevo a cabo a dos t~•lftPo• de incub•ciOn da 1•• 

parttcula• en el medio de r••cciOn1 t• y 30• .. Exp•ri••ntoa 

realiz•dos can anterioridad por el grupo d•l Dr. OOntez Puyou 

indican que d•spu•• de 1• de incubaciOn, •• r•Qi•tra •1 mayor 

qrado de a•ociaciOn d• SH-ADP¡ en les minutas poateriar•• &ata 

disminuye notablemente .. Hasta el momento, este fenOmeno h• •ido 

•Kplic•do •n t~mtn~s de 

enzima por ATP y ADP 1 como 

un• dieminucton en la •finidad de la 

con•ecu.ncta del incre~to de la 
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TA9LA 3 Y.. Actividad 

t•n• Hidrolttica *H-Ar.F/Fl 

SHP no act. control 1' 100% 3.099 - +bn9Dl/mg TPhSn 1. "'· 3.067 

SMP control 30' lOOY. 1.203 

ª"" •bn.-cl/mq TPhSn 30' "'· 1.089 

Al igual qui! lan parttcula• activad••• tea valor•• d• adh•siOn 

d• *H-ANP en presencia de TPhSn acn muy .... J•nte• qu• en 

au•encia del inhibidor. CetnD se ccm•ntO anteriormente, ••te h•cho 

5U1g:lerE' que Bunque su v•tccidad de recambie a•a -ncr, la mayor 

P•rte de la• •n%imas de la poblaciOn, en presenciad• TPhSn se 

m•ntienan funcionalea. la compoaicit:in d• 

nucleOtidoa (vllf"' Table 4> de loa puntea de la Tabla 3, por 

crometografle liquide de alta pre•iOn, ~uestra niv•lea iQuales de 

*H-AOP en pre&encia y ausencia del inhibidora ••te h•cho 

conatituv• evidencia directa de que 1•• en:im•• 

con•ervan ectivid•d hidrolltic•. 

-47-

inhibid•• 



TABLA 4 

" de :sH-ANP unido5 • 
partfcula• submitocondri•l•• 

t, ..... AtlP ADP ATP 

ª"" control '. 43.?X. 28.6X. 27.6X. 

SHP + 6nlftDl /Mg TPhSn ,. 44.0X. 32. lX. 23. 7X 

SHP control 30• :51. :5Z 29.0Z 19.:5X. 

SHP + 6nmol/mg TPhSn 30" 44. 3Y. 28.0Y.. 27.:5X 

• de sitio• cat•lfticos OCUP•do• por-

""" ADP ATP 

BHP control .. '.3 o.e o.e 

SHP + 6n1t10t /MQ TPhSn ,. 
'. l o.e o.b 

SHP control 30" O.b 0.3 0.2 

SHP • 6nmol /mQ TPhSn 30• o." 0.3 o.3 

<vo•r- FiQ&• 
'" y 

lb de •pitndic•> 

proporcton•n tnform•ciOn particul•r .. nt• r•l•v•nt• 

obJ•tivo d•l pre••nte trabaJoa 

•• 

l> El na,..ro d~ sitio• ocupado& por ~H-ADP, producto de la 
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•cttvtdad hldrollttca, no V•rla dur•nte la lnhibicten c•Us•d• por 

•1 TPhSn. Se ccmpru•ba qua la inhlbiclOn que este compuesto 

eJ•rce •cbr• l•• enzlm•• con las que tnteractO• •• parcial, y ne 

total, como e• •1 ca•c de la cltgomicin•. E•ta evid•ncta obliQa a 

Plant•ar mcd•lo• de inhlbtcien del TPhSn en tos que e•t• 

compuesto no bloquea por completo la translocactOn d• proton••· 

La r•l•vancla de ••tos •n el ••canlsmo de accten del lnhlbldor •e 

evaluar• con mayor detalle en la •eccten de "Dt•cu•iOn" de la 

pre•ente teaia. 

2) La• nivele• tan elevadas de ~-ADP en au••ncia y pr•••nci• 

del inhibtdor disipan la scsp•cha de que •• hayan incorporado • 

la en=ima • partir d•l medio de r••cciCn, d••pue• d• un prcce•o 

d• cat•ltsls y liberaci6n. Cab• mencionar que la• •n•ayoa d• 

unlOn de nucleOtldca •• llevan a cabo en pr•s.,,cta de la •nztm• 

piruvato clna••• can el fin d• que remueva •1 ADP producto d• la 

hldr61iois del medio, y evite la lncorpcraciOn de ••te a un sitio 

no catalltico d• la ATPa•a. Sin •mbargo, muestra• d•l laboratorio 

H.P.L.C. la eKl•tencta •• uno 

concentraciOn remane~t• de ADP •n el medio de r•acciOn, que 

ccrr••ponde al 1% d•l ADP generado •n la• pre••nt•• condiclon•• 

e>eperintental••· cb•tante, dado que esta concentractbn 

remanente •• •umament• baJa, no puede ... lo r••ponsabl• •• lo• 

niveles •• :SH-AOP que muestra 1• Tabla •• Para evaluar ••ta 

po•lbilidad, •1 Dr. BO•eZ Pu y cu y lo Dra. Tuena midieren 1• 

adh••iOn d• ,.H-AOP, prcv•niente de un medio •in pi ruvato et na••• 

o lo ATPasa. Observaron que la adtciOn al medio d• uno 
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concentraclbn de =-tt-ADP cinco veces mayor que la que se cons•rva 

en presencia de piruvato clnasa, provoca una incorporaciOn d• 

9 H-ADP a la enzima degpreclable frente • lo• valor•• d• 

a•cciaci6n antes descrito•• <Tomar en cuent• que en ••• 
condicionen hidrolttic•• en las que se lleva • cabo ••te 

eKperlmento, la Km~~ ~ 500-bOOuM 1 mientras que en condiciones d• 

fa•foril•cl6n la Km•D~ 1ouM <127>>. Se concluye qu• el ADP 

unido • la enzl•a proviene directament• d• l• actividad 

•nzi••ttca1 por lo tanto, •u aitio de unton •• catalltico y pu•d• 

brindar informaciOn acerca d•l 1M1cani•lft0 de reacciOn d• 1• 

9"Zima. 

Con el fin de afirmar la validez de eat• conclu•iOn •n el ca•o 

d• la• parttcula• activad••• •• analizo la uniOn de ~-ANP a la 

enzl•• a dlfer•nt•• tiempo• de incubactOn en •1 lhWdio de 

reacclOn. En •1 c••o de que la •arca •e acu1MJlara en la enzi•• • 

partir d•l m9dia. cabria esperar un au .. nto prOQresiva d• la 

incorpcr•clOn de 1• •i••• en el tle-.pa. Sin enb•rQo, col90 mu••tra 

la FiQura 9, 1• •dh••lOn •• ••Kl•• d••d• lo• pri .. ros ••Qundo•· 

Este hacho apoya fu•rtement• el oriQmn catatltico de los stt-ANP 

unido• a la enzima. 

Los resultado• anteriores sugieren que el TPhBn reduce la 

translocactOn de protone• pero no 1• deti.n• por conipleto. Este 

conclusiOn •• ve apoyada por el trabajo de Papa, R.l......al.1 en •1 que 
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Figu,.-a 2.- Unlen de ... ANP 

submitocondriales 

• 
• 

,. Fl de 

di ferentea 

incubd=ii!>n en el medio da reacción. 

parttcula& 

t.iempc• de 

Las partlcuJati ft.1t?r::in e::pucstas a un mc>dio de hidrOlisis 

ccimpl!P!'it e por sacarosa 200mrt, Tr-1s-0Ac 20mH pll 7.4, t1g 2 ... - 3 H-ATP 

~(Jr"· PEP 201rH, Y.<OAc> 20n1H, CAT ~OyH, Ap5A 50J.lf1 y PK lSu. A les 

tiemp~s indtca~cs, ~e filtraron dos veces centrifugando 1' en una 

C'nlumna de s~phadex. T•l y ccmc se reporta en "Moiteri•l y 

t'lfi!tr:ido~", .!l partir del filtru.do sa cuantiflcat1 los nucleOtidos 

rl!odloaC'ti.,,os unidos a la en~ima y ue determina la concantraci6n 

t:te prot-rtna. 



•• •ue•tra qu• l• di••inuciOn 1tn •l flujo de protone• que provoca 

•l TPhSn es menor que 1• que ocurre •n pre•ancia d• ollQcmicin• 

Cl2?,. El preeente hallazQo permite antender 1• inhlblciOn 

diferencial en t6r•inoa de la su•c•ptlbilidad qu• cada una de la• 

actividades d• la ATP••• pre••nta ante una diaminuciOn en •l 

flujo de proton••• Loa estudie• qu• se han realizado ac•rc• d•l 

n~mero de protones translocados por el canal indican qu• ••t• •• 

el mt•mc en la reaccton de alnt.eai• v •n la r•acctOn d• 

hidrOli•i•, at•ndo •u valor de 2 C13i-133) o de 3 Ci34, 13S>. 

D9bido a que la actividad hidrollt.ica de laa partlcul•• 

utilizada• <4.S umolaal•Q min) •• IS v•c•• •ayer qu• la actividad 

aint•ttca <0.3 u...ola•l•Q min), cabe ••P•rar que la conducclOn d• 

proton•• ••• IS vec•• mayor en el caao d• la pri.,.ra. Por lo 

tanto, podrla 9upcn•r•e que aquella• concantraclone• de TPhSn que 

ne Inhiben la alntesls, praaervan un fluJo de protone• rem•n•nte 

que aatiaface las d•m&nda• da la fosforilactein DMidativa. En el 

mi•mo t•nor, podrla coleQir•e que siendo tan •l•vada la actividad 

hidrolltica, •et.a d•pende d•l bOfnbeo libre d• lo• proton•• qu• •• 

qen•ran como producto d• la 

dt••lnucton en •u velocidad 

raaccton, por to que cualquier 

de eMpul•l&n, dada por •l TPhBn, 

repercutir• en una r•ducctOn d• la actividad a la •an9ra de una 

inhibicilln por producto. E•ta hlpOt••I• fue pueata a prueba 

midiendo la tnhibtciOn, por TPhBn, d• l• hidrOli•i• • 

conc~ntr•cionea muy beJ•• d• ATP, •• decir, can valor•• de 

actividad IM.l.Y b•Jo•. L• Tabla 5 mueetr• lo• reaultado• obtenidos. 

Se pu•d• obs•rv•r que una activld•d hidrolltica aOn ••nor que la 



acti~idad sint•tica <obtenida con 10f1'1 de ATP>, •l •• inhibid• 

por TPhSn, de fara• analoQa a la inhibicton que •• pre•ent• sobre 

acttvidade• aaycr•• <medida• a 3nll'I ATP). Este eKpert~..,,tc •• 

r•alizO • conc..,,tracion•a muy baJ•• de prot•lna y a tl•mpoa ~uy 

cortos C:30" y 3' > para imp•dir qu• lo• ntv•l•• tan ••c••c• d• ATP 

aclarar qu• les valore• bajos de actividad hidrolltica que a• 

detectan con 3ml1 de ATP y 3• d• tncubaciOn, reflejan la 

TABLA :S 

Actividad Actividad Actividad 

H t.1. ne. - TPhSn +l.2 nmol lm~ TPhSn +12 nmol/mQ TPhSn 

'ºP" 3Ct" O. lb9 0.1'32 0.012 

1 r.i,1.11'1 3' o. sba 0.117 0.020 

3 ... 30" 2.73b l.~5b 0.027 

3 ... 3' 0.721 O.blb 0.029 

Lo• datos de la T•bla 5 BDñalan que aunque •1 flujo de 

prot.on•• remanent• a la inhibicion d•l TPhBn teOrica.-nte debla 

eat.i•facer l•• necesldade• de l• hidrOllsi• a IOuH de ATP Cea-o 

sucede con ta •lnteais>, esta actividad •iQU• siendo vulnerabl• 

•I tnhtbidcr. La iniposlbilidad d• eKplicar ••t.• hecho a t.ravAa 
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del modelo de un c•nal rtqido, invita • la postulaciOn de l> un 

canal dinAmico que, a trAv•s de cambios de conformAciOn, cambia 

11us propi•dade• de conducciOn de acuerdo • l• reacciOn que se 

•et• catalizando, o de 2> un canal que se acopla • las reaccion•• 

de •fnt••i• e hidrOlisi• de forma ••im•trica. Lo• datos 

•Kp•rtm•ntale• par•cen suqerir que 4nmol••lmQ d• TPhSn, no 

obataculizan el flujo d• protones qu• impul•an la •fntesis, 

mi1mtra11 que el paao del mi•mo namero d• proton•• en condiciones 

de hidrOlisi• •e ve fuertemente retardado. Est• punto es 

elaborado con mayor detalle en la secclOn d• "Di•cu•iOn" d• la 

pre••nte te•i•. 
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llJ. Reconcci•i.,,to d• le• sitie• catalltlcc• d• la ATPa•• 

mitccondrial a travA• d• •u• propiedad.. d• intercambio de 

nucl•Otido•• Evaluacton d• la equival.,,cia d• •itio• cat.allticc• 

sint•ticcs y sttics catallticcs hidrcllticcs. 

Dado qu~ *! fen6meno de la 1nhib1ci6n diler&ncla1 no as mAa 

qu• un refl•Jo d• la erQ•nizaciOn funcional d• la •nzima •n que 

•e pr•••nta, decidi11J1Cs d•dicar e•t.• t.rc•ra parte d•l trabajo a 

prof:undizar loa mecaniamo• catalfticoa d• la ATPasa 

mttocondrial. En particular, d•cidtmoa ••t.udiar •• 9Mi•te 

•quiv•lencia •ntr• lo• tr•• c•nt.ro• activos d• ••t• •nZima1 ••to 

e•, si una pareja alfa-beta cualquiera Cc•ntro active> •• capaz 

d• cataliz~r tanto 1• r••ccton de •lnt••i• como la reacciOn de 

hidr61i•i•. La d•finici6n del plant••mi•nto anterior r••ulta de 

capital importancia pues conduce a la Q•n•raciOn d• mod•loa d• 

catAli•i• radlcal1Mtnt• opu••to•• o bi•n •fnt••i• • hidrOllala 

ocurren pcr camino• distinto•• o amba• actividad•• •en producto 

de lln mismo camino catalltico qu• op•ra r•v•r•ibl•-nt• •n loa 

tr.. centre• activos d• la enzima. Dado qu• tanto la paradoja d• 

la lnhlbiciOn dtfer•ncial como la impc•ibilidad d• •Mplicar 

alQuno• date• cin6ticos de IA enzima, provi•n•n d• modelo• •n lo• 

que •e supone la equivalencia d• •u• c•ntroa catallttcoa, •1 

pr•••nte estudio representa un paso cbliQ&do •n •l d••arrolla d• 

••t• trabajo. 

La estrateQiA utili:ada se resume en le& SiQUiente& puntes: 



•> ldentificaciOn de sitios c•talltlco& • trav&• del 

intercambia que sufren los nucleOtidos que alberQan en presencia 

de ATP, ADP e ITP. 

b> OetermtnaciOn de la capacidad que presenta un AOP producto 

d• la htdrOliste para transformara• en ATP en ccndicione• de 

fasfarilaciOn. 

•> D•t•rmtnactOn de •itios catallttco• par su despla:aml•nto 

durante la cat61isis 

Las re•ultado• ccrrespandi•ntes a la ctn•ttca d• tnt..,-cambta 

de nucl•Otldos adherida• a la en:ima dado por ATP, ADP • ITP-, 

que pr•••ntan 1•• parttcula• activad••• •• mueatran en la• 

FtQura• to, 11 y 12. Cabe aclarar que •l tiempo cero en cada una 

d• fiQUras repr•••nta parttcula• submttocondriales 

•Kpuesta• previamente a ªH-ATPJ una fraccton de este nucl•Otido 

•• tr•n•form• •n $H-ADP y $H-AMP, los cuale• p•rman•c•n adh•rido• 

a 1• enzima •n la• proporcicnes indicadas en la Tabla 2. H••t• •1 

mom•nto, •l crit•rio ma• aceptado para di•c•rnir •ntr• sitios 

catallticoa y no c•~•llticoa •• •1 que ae refi•re a aue 

propt•d•d•• d• tntercambto. S•QOn Croas, t1......AL (44, ~5, 136> 

aqu•llo• nucl•OttdCa qu• pu•dan ... int•rcambtadoa por 

nucleOtidoa d•l medio, •• encontraran en aitioa cat•lfticoa, 

mi•ntr•• que aquello• que permanezcan fuertemente unidos contaran 

can functon .. r•Qulatortaa o ••tructural•• no catalltic••· 

La F1Qura 10 mu•atra el d••prendimiento d• loa ~H-nucl•Otidoa 

peQados a Ja en=tma al agreoar lmH Hg••-ATP na radioactivo. B• 
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~iquca 10.- Cin•ttca d9 inte~cambio de ~H-ANP unidos • 1• 

enzima, d•da por 1mN de Ng••-ATP no r•dio•cti~o. 

rnt et alm~nte 1 1 aE par ti cul as tncorpor-•r-on 'SH-ANP ,.¡ •er 

Jncubadas durante 10" en un medio compuesto por- sacar-osa 200mM 1 

Tr-i'!!.-0(\c 20n11'1 plt 7.4. Hg""•-':ll .. H-nTP 50p1'11 PEP 20mM, k:(QAc> 20mM, 

CAT ~"¡1M 1 Ap~A S•)J.!M y Pt..'. 1su, F'osterJ or-mente1 es las par-t!cul •• 

ful!ron tnc-ubad&\t1 C'Dn JmM de Mg••-t:\TP no r-adloacttvo a diferente& 

ttempoc. y pr-ocesadas poc columnas de SephadeH como •• &•p•cifJc• 

en "Matert al ·,. f'll!torfo!i:"· 

E.1.n.ur• tJ.- Ctn~tica de int~r-cambio de •H-ANP unido• a Jm 

f!n~i ma, dada 

r-adt oactt "º• 
pcr o.~ml't d• ne 

F.t rr-otocolo de esta figura e~ et mismo que ae pce~enta ~n la 

fiqura 1Ei!9, salvo que nJ tnter-co.mbio ae ll•v• a cabo con o.smM de 

Hg""•·ADP no c•diO&\CtJvo. 



observa una cinAtica ccmpue•ta por un componente rApido y otro 

l 1tnto. Interpretamos que el componente rlipi do repr••enta el 

lavado de sH-ATP y de sH-ADP por intercambio y por hidrOlieie, 

r••pectivemente, del ATP frie. En cambio, ta componente lenta 

mue•tr• el lavado d•l sH-At1P no Q•nerada por la ATPa9a. D• igual 

componente• Cotno en •1 ca•o anterior, cre•mos qu• •• 
coinponente rapida corresponde a ta salida, por intercambio, d1tl 

sH-ADP adherido a la enzima, mientra• que Ja lenta seKal• al 

d••prendimiento del sH-AHP d• las partfcula• •ubmitocondrial••· 

Cab• m•ncionar que bajo •1 crit•rio d• Cro••• ~ la ••rea 

reman•nte que •• observa •n amb•• figura• (iO y 11> d1tbe 

con•iderar•e adherid• a sitio• no c•talftlcos, proveni•nt& del 

m•dio d• r•accien y no de un centro activo. 

La importancia de lo• ltMperim•nto• mencionado• radica •n qua 

mu••tran qu1t una buena proporcibn d1t los nucle6tido• qu1t se 

edhi•r•n a la enzima (b2f., •eQOn FiQ• 10> 1 •• encu•ntran •n 

•itio• catalfticos ~u•• •• desprenden por hldrbli•i•· Esta 

dntermtnactbn con'etituye un control fundam•ntal para •1 

1tMp&rlmento central de esta Oltlma part• d1tl trabajos ver si el 

ADP qu• •• •ncuentra en un •ltio catalltlco de la hidrblists •• 

capaz d• formar ATP. 

Por su parte, •1 1tMperim•nto de la Figura 10 corrobora la 

conctu•lbn d• que las 1tnzim•• inhibidas con••rvan actividad 



hldrolltice, pu•• intercelhbl•n su ~-ANP de 1• mi••• forma que 

le9 .nzim•• na inhlbldee. 

Por el contr•rio, el interc•mbio de =-tt-nucleOtido• adherido• • 

1• enzi~• en presenci• de ITP pr•••nt• un comporta•i•nto no 

Co~o puede ob•ervar•• en 1• Figura 12, el ITP no es 

capa: de liberar 1• marca de la enzima ni a tiempo• d• incubaclOn 

prolonQado•1 exp~rimentoe realizados por •1 Dr. GOme: Puyou y la 

Dra. Tuen• muestran loe mismo• r•sult.adoe en el caso d• 

no activadas. Dado que •• ••b• que la ATPasa 

Qt.1e no loQr• de•prender ~H-nucleotidos en •l curso d• •U catnlno 

cat.alltico. La imposibilidad de explicar ••t.• h•cho •n •1 

cont•xt.o de lo9 mod•lo• de hldrOlieis del ATP, invita a la 

poatulaciOn de nuevos ca•inos o caminos alt•r•do• p•ra la 

hldrOli•i• del ITP. La literarura ofrece una alt•rnativa •n •1 

trabajo de Harris .t......ll. l139) en el qu• •• afir•• qu•, debido a 

que la ATPae• no tien• afinid,.d por el IDP, •1 paso ll111itante •n 

su hldrOlisis •S la ruptura d•l •nlac• y no la ••lid• de 

productos, conto ocurr• •n el caso de la hldrOll•i• d•l ATP. Con 

e~ta p•r•pectiva, podrlalflO• consid•rar que el ITP no dasprend• 

lo• nucleOtidoe adh•ridos a •itioe catalltico• putts apenas se 

hidroliza s• libera, como eJe~lifica el •iQuient• ••queaa1 
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E --1--> E.ATP --2--> E.ADP-P1 --3--> E.ADP --4--> E 

3.- Se1id• de Pi 

En •1 ca•o d•l ITP1 

E --1--> E.ITP --2--> E.JDP-Pi --3--> E 

1.- Entrad• d• JTP 

3.- Salida d• Jl>P v de Pi 

D• ~cu•rdo con esta hip6t••ia, S6lo •l :at-t-ATP adh•rido a 1• 

enzima padr• ••r d•spJaz•do por •I ITP. Loa datos •Mp•rintent•l•• 

mu•atr•n qu• l•• partlcuJas utilizada• conservan so1•~•nte un 14 

y 21~ Cpartlcutaa sin y con TPhSn, r••p•ctivallhent•> d• 
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E'.\..QUr• 12.- Cin•tica de intercambio de =-H-ONP unido• a ld. 

en:ima, dada por lrnM Mr;am--tTP no radioactivo. 

T1•t r. l al ment~, 1 as particul il(; ineorporaron =-H-ANP al ••r 
l nc\1biH1 l''3 duro'.\nte 10" en .in mcdi o compueato por &acares• 200mM 1 

Tris-OAc 7C•mM pH 7.4, t1g'"'•-~H-ATP 50,1'1 1 PEP :ZOmM, K(OAc> 20mt1, 

CAT 50)1'1, f\p5A 50pt1 y PI< 15u. Post.eriormenta, e•t.•• parttcula• 

fueron t ncubadas con lf!IM de Hr;a!lm•-tl"P no r•dioa.ctivo a diforent.•• 

tt e.wpo•, y proce&adt"S por columna• de Seph9.de:t como •• describ• 

eir, "HP."teri al y t1&todos". 



nucl&Otido• en forma de ATP <v•r Tabla 2). Por lo tanto, la 

dieMinucion, causada por lTP, de un 11 y 17% <partScula• •in v 
con TPhSn, re5pectivament•> <ver FiQura 121, .poya la hipOt••i• 

anterior¡ ••to es, el mecanismo de reacciOn d•l lTP •Otc 1• 

p•rMite intercambiar ATP, •1 cual •• encuentra e•ca•atMtnt• 

r•pre••ntado en las parttcutae activadas. 

NOTA• S• realizaron curvas de titulaciOn d• la hidrOli•i• d• 

JTP por TPhSn que muestran que e•ta actividad •• inhib• en la 

ml•ma proporciOn que la hidrOlleie de ATP. 

bl Ccnv•r•iOn del ADP de •itlos catatttico• hidrolttico• •n 

ATP. 

Uno d• lo• objetivo• principales d•l pr•e•nt• trabaJo, •• 

refi•r• al eectaracimiento da la equivalencia entre lo• •itio• 

catalttico• de ta ATPasa mitoccndrtal. En •1 campo d• la 

btoqutmica, un sitio catalltico •• equivalent• a otro en tanto 

pueda ser permutado por ••te, sin que ••ta cperacion r•p•rcuta en 

un· cambie e•tructural o funcional <b>. Ha•ta hace muy poco 

tlefl'IP0 1 la •imetrsa de los sitios catalltico• de la ATPasa •• 

to•aba coltlD un h~ho incontrcverttble, dado que podta catalizar 

do• r•accione• de t·o que •• consideraba como un camine catalltico 

Onico rever&ible. Por ende, la 1 mayor parte de lo• mod•lc• 

ctn•tlc09 fu•ron elaborado• a partir de eata premisa. Bln 

embarQo, r•cimntemente •• ha obtenido evidencia exp•rl••ntal que 

d•billta el axicma de la •lm•trt• <e, 91 1 favcr•ci•ndo un• 

e"ploracton ••s detallad& de la funci6n de cada uno de le• 



El trabajo qu• aqul •• refilH"• intenta contribuir a l• 

controv•r•i• de la equivalancia entr• •itio• ~naltzando la 

r•vrreibtltdad de la actividad hidrolltica. En otra• palabras, •• 

eKplorO la capacidad que tt•ne la enzima para for•ar ATP a partir 

d• un ADP producto de la htdrOlt•t•. 

La r~tratP.gta expRri-.ntal consiattO en exponer l• ATP••• • 

•H-ATP •n condiciones de hidrOl19is, con •1 fin d• promover la 

adh••tCn d• ~H-ADP a la enzima. A continuacicn •• l• so••tiO a un 

~•dio d• fomforil&ciCn compu•ato por succtnato, Mg••, ADP y Pi, y 

•• procediO a analizar la co.po•tciOn d• nucl•Otido• unido• a la 

enzima por crDlftatografl• liquida d• alta pr•siOn <H.P.L.C.>. 

TABLA b Y. de ~-ANP unido• • 

fcr~actt:an de parttcul•• •ubmttocondrial•• 

ATP frie AMP ADP ATP 

...... control 391' 47Y. 141' - . + M, Fosf • + 361' '521' 12" 

5111' + bnlltOl /1111;1 TPhSn 29Y, "º" 211' 

...... . 
+ "· Fosf. + '30Y. "ª" "" 

l'ver FiQ•• 17 V 19 de ap•ndice> 
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Como indica la primera columna de le Tabla b, las muestraa en 

contacto con medio de fosforilaciOn, pre•entan activid•d 

sint•tica que ae manifiesta • travf!os de la formaciOn de AlP frie. 

Sin embargo, no se observa fosforilaciOn d•l =-tt-ADP producto de 

la hidrOli&is, pues aua niveles permanecen inalter•do• en 

preeencta d•l m•dio de fo•forilaciOn. Cabe notar que tncluao •• 

Db••rva una di••inuciOn en los nivele• de 5 H-ATP en la& .uestras 

•n contacto con dicho m•dio. Se h• int•rpr•tado qu• ••t• f•ntuft9no 

se d•be al desplazamiento que sufre el sH-ATP por el ATP frie 

reci6n for••do, que •• libera al medio y regresa a la •nzima a 

t>eupar el sitio del ATP correspondiente al ciclo hidralltico. 

Otra eKplicaciOn •• encuentra en la poatulacton de que le• 

nivele• de sH-ATP disminuyen por hidr011•1•. La concluaiOn final 

d• ••t• •Kperi•1tnto •• de inter•• ya que •l SH-ADP provenient• de 

1• vla hidrolttica no •• encuentra en un sitio catalltico para la 

fosforilaciOn. Por lo tanto, l•• pareja• alfa-beta (centro• 

activos) de 

e• valido 

la enzima no son equiv•l•ntes. C. acuerdo con ••to, 

postular l• eKistencia de c~tro• activo• 

eKclusivamente 

hidrollttcos. 

Con el 

aint&tico• y centro• puramente 

experi••nto 

anterior, cabe •e~alar que las •uestra& estuvieron en contacto 

con el medio de fos.forilaciOo por sOlo 5", par• evitar un.a c•lda. 

brll•Ca en loa nivel•• de ~H-ANP 1 prC'W'Ccada por- •l ADP d•l ••dio. 

No obstanta la brev•d•d del ti•inpo de incubaciOn, •• •Ufici•nte 

par• detectar fosforilaciOo. En l• mis~• vena, •• •KplorO la 
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lnflU9nci• d•l pot•ncial Qen•r•do por 1& 01tidaciOn del auccinato 

en la• niv•l•• d• ~H-ANP unidos a 1• •nzima. Sorprendentemente, 

la Tabla 7 mueatra un• disminuciOn d•l 20Y. en Ja marc• 

a la enzima cu~ndo •• eMpane a un gradi•nt• 

electoqut1111lco. F.ste dato reaulta rnuy inter•••nte v• qu• pan• en 

e-.. td:•ncia et hecho de que, inclu•o en ausencia d• fc•foriJaclOn, 

el p~encial •• capaz de provocar cambie• canfor~acianal•• en 1• 

enzima que Inciden directament• •n •1 ccmpcrtami@nto de •u• 

•ttlo• de unibn de nucl~tidca. 

Tabla 7 

SMP control 

SttP • succlnato 

st1P control + 6n.al /mg TPhSn 

Bt1P + 6n.ol/90 TPhSn + succin•to 
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0.701 

o. ~55 (79Y.) 

o.sbB 
0.460 (81%) 



DISCUSION 

La ATPasa mitocondrial es una enzima multim•rica compuest• pcr 

un sector hidrofObico transm•mbran•l <Fo> ~ un •ectcr hidrcfllico 

que protruye de la membrana <Fl). Se sabe que l• porciOn Fl estA 

integrada por cinco subunidadea, -•lf•• beta, Q•mma, delta, y 

•p•ilon-. arreglada• re•P•ctiv•m•nte en l• •igui•nte 

••tequiom•trla1 313111111 (79, 139, 140>. En div•r&oa •&ludio• 

<141) •• ha concluido qu• las pareja• alf•-b•t• Forman una 

••tructura hexagonal que da origen a tr•• sitio• catallticas¡ 

••to• e• comunican con el saetar transmembran•l o canal de la 

•nzima <Fol • trav6• de la• •ubunldade• gamma, d•lta y •p•ilon. 

Expertm•nto• d• •ntrecruzamimnto qUlmico (58> y d• reconatitucibn 

d• la proclOn Fl de E. cplt (59>, mU••tran qu• l•• •Ubunidad•• 

ºª"""ª• delta y •P•ilon conjuntament• •• a•ccian con •Ola una de 

1•• par•Ja• alfa-beta. Esta breve d•acripciOn d• la organizaciOn 

de la ATPasa pone de relieve la a•ifftlttrla lntrln••t• propia d• la 

••tru~tura de la enzi•a. No ob•tante, 

fltodelo• ctn&tico• que •• han elaborado para explicar sus proc••o• 

c•talltlcoa, •o•layan la aai..,.trla e•tructural invocando 

mecanismo• mot•culares qu• ccnduc•n • un funcionamt•nto 

silT!Aotrico. E• asl como •l mod•lo de •itlo• alt•rnant•• d• Boy•r 

<Bb, 142> postula una asoctaclOn e•cu•ncial d• la• •ubunidad•• 

ga ... a, d•lta y epsilon con cada una d• la& p•rej~G •lfA-beta. 

Ext•te un r~port• •n la ltt•r•tur• qu•, ajena• la• hlpOt••i• 

m•• aceptad•• ClOl, proporciona d•tos •xp•ri•entale• qu• lndic•n 
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qu• el ccnt•ct.o de 13e111me, dalt.• y e.p•ilcn e• p•rm•n•nte sobra 

•tilo una d• l•• par•J•• elf•-b•t•, aqu•ll• qu• no•• ••cci& con 

inhlbidorea de la ect.ivtdad h1drolit1ca como el DCCD. Eate 

reault•do h• •1do interpretado por lo• autor•• come •videncia d• 

la e"ist•ncia de 5Ubunidadea alfa-bnta ne equivalentes1 ésto ea, 

l • Pstruct.ura aetm•trlca d• la Fl da cric;ien a un centro activo 

Cal nt•t l col -asocl ado a lag !H.1buni dad•• c;iamma, del ta y 6pai len-, 

y • do<s centros act.tvoa Chidrollliccs) que unen inhibidcreto 

dtf~renciales coceo, NBDCl>, los cual•• reducen dr•aticament• la 

actlvidad htdrolttica afectando d• forma ~ucho m•• •amera la 

acttvid•d •int•tica. Es •n este Ambito de asimetrla que propon• 

Lotscher, c.t.....aL.., •n el que •• d••arroll• •l pr•••nte trabajo. 

Les cuperimentos r•fcridos :Inciden en 1> Ja ettplorac:tOn de la 

r•lacttin que est.abl•c• el canal o pcrcltin Fo con c•d• uno d• lo• 

c•ntros activos de la en%ima, y 2> •n •l e•clar•cimlento del 

qrado d• equivalencia qu• ••to• Quardan entr• al. El panorama que 

•••n• de lo• resultados obtenidos se asienta •obr• una b••• d• 

••iltll!'trla o•neral que pued• detallar•• enltatando un& ••rl• de 

concl ual on••1 

CONCLUBIDN l.- La ~H-ATPaaa de mitoccndri• d• ccr•zCn de r•• 

catali%a 1• r•acclCo de afnteata y 1• re•cciCn d• hidrCliala a 

tr•v•s de de• camino• difgrent•s que no•• comunican •ntr• al. 
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Esta conclusiOn •• d•riva de la imposibilidad de fosforilar el 

ADP que se encuentra en un sitio catalltico de 1• hldrOll&ls. Por 

lo tanto, pu•de postularse la exist•ncia de centro• activo• 

hidroltticos y centro• activo• aintetlcos. EKl•ten muchos dato• 

experimentales qu•, bajo la Optica del presente trabajo, puaden 

interpretarse como indicadoras de la ocurrencia da do& •itio• 

catalltlcos hidroltticos y uno •int&tico. El mAs podero90, •• 

refiere al cOmportamiento cooperativo qua muestra la activid~d 

hidrolltica «~3, 97, 143}, al cual ha Sido eKplicado en t.6rmin.o• 

de la participaciOn de m•• de un centro activo en la •Kpre•iOn de 

e•t• actividad. El planteaml•nto de vtas indep•ndient•• de 

stnt••i• e hidrOlists, representa l• contrapartida funcion•l de 

la• observacion•• estructural•• que postulan la •Kistencia d• una 

subunidl'd bet"' asimetrica <B. 9). 

CONCLUSION 2.- Coh•renteeente con lo• resultados d• Lot•Ch•r, 

lt.t.....__.AL, toe centros activos hidroltticos eueatran un orado de 

acoplamiento al canal menor que •l que pr••ent• •1 centro activo 

sint~tico, Ewt• cor".olario suro• •1 observar" 1• Qr.n int•rf•r"•ncia 

que produce el inhibidor TPhSn en la •xpulslOn de loa proton•• 

producto de la hidrOlieie, bloqueo qu• no •e presenta con •l 

flujo de protones qu• impulea la slnte•is, incluso cu•ndo •ate 

Ottinte •• d• mayor •aQnitud <~er exp. p•g. >. El feno...-no que 

ocurre consist• en la inhlbic10n preferencial del flujo de 



proton•• hldrolltlco •cbr• •1 flujo d• protone• •int•tico. La 

•uQ.,.•nci• qu• •n e•t• trabaja •• pl•ntea, radica •n la 

9Ml•t•ncia d• con•xicne• aai,..tric•• •ntr• •1 can•l y lo• 

dif•r•nt•• centres activos. Dicha aeim•trta pu•d• pr•••nt•r•• a 

trav6• d• una estructura rlQida, o puede ••r inducida par calllblo• 

conformacion•lee propia• d• l• ccndlclOn d• slnt••l• y d• la 

candiciOn d• hidrOllsl•. 

CCINCLUBION 3.- El lnhibidcr dif•r•ncial d• canal, TPhBn 1 no 

bloqu•• par camplato el flujo d• praton••· E•t• h•cha na• 

al•Ja de la nec••ldad d• poatular la •Mi•t•nci• de doa canal•• 

cuno hidrolltlco auc•ptibl• • TPh5n 1 y otro •int•tico no 

vulnarablel 1 o la ausencia da interacclOn inhibitoria •ntr• TPhBn 

~ •1 canal en candlclones de •lnte•l•· <Cab• .. ncianar qu• ••t• 

6ltl.-o punto fue •xplorado •Mp•rlm•ntal••nte1 obt11nt•ndo•• 

•vld•ncla d• que •l TPhSn inhibe la hldrOll•i• incluso an un 

m•dlo de faafarilaclOn.l Par lo tanto, •• CDfllPrU9ba que •1 canal 

con TPhSn con•.,..v• •u c~acldad p•r• tranalocar proton••• 

condlcl&n lndl•P•n•abl• par• qu• acurr• la •lnteal• de ATP. 

CONCLUSION 4.- La pr•••ncia 

lnhlblclOn de la stnte•l• por •1 

d• ATP .n el m•dlo ••tl.ula 1• 

TPhSn. E•t• hecho pon• d• 

rell•v• qu• ••Wales ortvinadaa en el ••ctor c•talltico Fl pu•d•n 

tran•~ltlr lnformaclOn h•ci• la pcrci&n Fo de la •nZl•a• La 



Jitttr•tura cuenta con IM.IChos reporte• de c•lllbia• qu• viajan •n l• 

dirM:ctOn cpue•ta, •• d.ctr, qu• •• oriQinan en •l &ectDf"' Fo y 

1190an a alterar l• conformacton d• la porciOn Fl. Tal ••al ca•o 

d• la lnfluttnci• de lo• inhibidore• d• c.nal olioomicina y 

dtctclohe1cf.1cfllrbodlimtda <DCCD> que dis111tnuyen notable-nt• la 

capacidad de la Fl para P•Q•r ATP¡ •• cr•• que ••t• f•nO .. no •• 

pr•••nta a rat: de un cambio en la eetructur• tridt .. n•tonal de 

la FI, consecuencia d• l•ts alteracion•• qu• •Ufr• el canal al 

interactuar con lo• tnhibidore• mencionados <t30>. Sin eMbarQo, 

eMlftten pocos •J•rnplae de cambiaa en la dtrecciOn opuesta. soto 

r•clent.mente, •e reporto que 1• uniOn conjunta de At>P y Pi • la 

FI del• ATPasa de cloropla•to <144) 1 o la re.ociOn de la 

pratelna lnhibidora <145) 1 aumenta 1• tr&n•locaciOn de proton•• a 

trav•• d• la apertura del canal protOnico. En esta 6ltlma 

c•teoorta, quv se refler• • la influ•ncia que tittn• el estado 

catalttico de la FI •obre el can•l de proton••• d•b• ubicarse el 

efecto del ATP d••crito. 

Por et mofM'tlto, •e carece de lnformaciOn •obre •1 ••canta.a • 

trav•• del cual el ATP estimula la inhibiciOn d., la slnt••l• por 

TPhSn. eo10 podenao• •u;erlr que ••t• tnhibidor cuenta con do• 

•itto• de unttan en el canal, uno de alta afinidad y otro de baja 

afinidad. La aeimetrta de la colocaciOn d• la Fl con r••pM:to al 

canal rep~rcut@ @n la inhlbictOn exclu•iva d• la hidr611•i• 

cuando el TPhSn •• une al •itia de alta afinidad. Por •l 

centrarlo, la unlOn d• 

aflni•ad t•Slbi•n afecta 

••t• inhibidor a •u •ltio de baJ• 

l• actividad •int•tlca pu•• int.,..fi.,.• 



can •l fluJo d• prctgn.. d•l vradi•nt• •l•Ctraqul•lca. E•t• 

-.ad•lc •upgn• qu• 1• unlen d•l TPhBn •l •ltlo d• baJa •finld•d• 

inht.btdcr, .. pri:.u•v• •n pr••enci• d• ATP¡ ••ta ••• •• 

tncorpcract&n d• A11" a la pcrclOn Fl, au.enta la •finldad d• un 

•ltQUndD •ltio d• unlOn d• TPhSn. 

La r•unson •• ••• eonclu•t.on•• ant•rlor•• valida la 

ftuJo sin~~t•co 
1 

s1t10 Jr ~!iA. 
~f11\1 ;(ad f-'\H\ 

e\ 1\-hSr, •. ~-

1 

:ttHllBICl"N 01> 

Lf\ rllDltOL\$¡,. 
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flguc11 15 y t~.- Anallal& por cromatografta liquida d• •lta 

<H.P.L..C. > d•I cont•nido d• 

ªH-Al1P, mw-ADP y ªH-ATP unido a 0.1 ml de 

parttculaa uubmitocondriale• no activad••· 

Previamente, enta• partlcula• con y sin TPhSn tu•ron incubada• 

durante t• <Flg. t5> y 30• <Fig.lb) en un ~•die compu••to por 

•ac5roaa 200mH, Trl9-0Ac 20lflt1 pH 7.4, Mg••-att-ATP 50pH 1 PEP 20mM, 

~<OAc) 20mM, CAT 50JIH• Ap5A ~orH y PK 15u1 • continuacibn •• 

rl!ft'loviO ~1 medio de tas partlcula• filtrando do• v•c•• por una 

col unma d• SephadeM <v•r "Hat.rl al y H•toda•" > .. 
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Figure• 1p_~e~- An•lisia por cromatografla liquida de alt• 

presiOn CH.P.L.c. > del contenida del 

~H-AMP, ~H-ADP y ~H-ATP unida. 0.1 ml d• 

parttculas submitacandrialea ectivida•. 

Previa•ente, ••t•• parttculaa con <Fig. 18> y sin <Fig. 19> 

TPhSn fueron incubad•s durante 10" •n un m•dio co1DpU••to por 

aac•rasa :ZOOmM. Tri&-OAc 20ml'1 pH 7.4, rlg:;a•-~H-ATP 50yH1 PEf' 2Ctn.M, 

KlDAc) 20mH, CAT ~°>'"·· Ap5A 50)IM y Pk 15u. El m•dio libe• •• 

meparO de I•• P•rtlcul•• filtrando dos vttee• par une columna d• 

81tphadeH, dempues de lo cual ae les expuso a un .. dio d• 

tHQl0Ac> 2 lOmH. auccinato SOmH, ADP O.s.rt y Pi 

!5tnH>. 
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