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INTRODUCCION

Es blen sabida la necesidad de energle para la existencia de los seres vivos. Pera esto la
bioenergética, rama de la bioquimica, estudia la transformacion y el empleo de la energia por 1as
célutas, Dicha trensformacion se lleva a cabo, en Ultime instencia, mediante un sislema
fosforilante cuyo producto final es el trifosfato de adenosina (ATP ), el cual proporciona 1a energla
suficlente para las actividades celulares.

Dicha moléculs es sintetizada por una enzima llamada H*ATP sintetesa (H*ATPasa) que se
encuentra acoplace al transporte de electrones, ta custatravieza la membrana celuler y utiliza el
potencial eléctroguimice, producte del transporte de electrones, pars Jlever a cabo sy actividad
enzimética.

La H*ATPasa ha sido y &s objeto de numerosas investigaciones debido a su gran importencia. Entre
estas {nvestigaciones se encuentran aquellas que estudian Ia regulacién de esta enzima ( patencial
electroquimico,necesidades energéticas de lacélula, concentraciones de ATP, ADP y Pi).

Se ha purificado una protefna inhibidora de la activided enzimética hidrolftica de la H*ATPasa en
cloroplastos, mitocondries y bacterlas no fotosintétices, sin embargo no Se he repertado la
existencia de dicha protefna en bacterias fotesintéticas.

Esta Investigacidn surgld con base en los experimentos previos de Baccarini-Melandri ¢ 1); en
eHos se abservo que la H*ATPasa de Rhadspirilium rubrum pierde gran parte de su actividad al

ser solubilizeda, pero que a recupera a) ser reconstitufda. Por otro lado, en esos exper imentos
también se observd que, a) purificar la enzima, tanto 1 antividad especifica como 12 total

gumentan, Estos dos Gitimos hechos podran deberse a 1a accion de una proteina Inhibidora

E1 sigulente trabajo describe una serie dz experimentos Que, junto con el apoyo de informmacion
hibliogréafica , demuestra Ja existencia de une proteins (nhibidora natural de la H*ATP sirietasa
de la bacteria fotosintétice Aaadsprrs/fum rubrum



La informacion presentada en este trabajo ha sido dividida en cuatro epartados. En el primero de
etlos se exponen conceplos generales ecerce del sisteme sobre el cual se estuvo trebsjando.
Después se presenten los meleriales y mélodos utilizados, en la tercera parte los resullados y

finaimente la discusion y las conclusiones.



1 GENERALIDADES

1.1 Texonomia y descripcion de les bacterias fatosintéticas,

Existen dos clases de baclerias fotosintéticas: las verdes y las pirpuras. Ambas pertenecen al orden
Rhadospirillales, el cusl se diferencia de 18s cianobecterias en que estas llevan a cabo una
fotosintesis anoxigénica con un sdlo fotosistema y que requieren de donadores da electrones cuyo
potencial redox es mas bajo que el del agua, como lo son componentes sulfureses; mientras que las
cianobacterias realizan una fotosintesis oxigénica mediante dos fotosistemas,

Les bacterias verdes forman perte del suborden Chiorobiinese cuyos pigmentos son las
bacterioclorofiles £,70 & , 18s cuales se encuentran dentro de 18s Hamadeas vesiculas de clorohium.
En general dichas bacterias no son maviles , con excepcion de Oarofiexus sa

Las becteriss pirpures pertenecen al suborden Rhodospirillinese. Le mayoris de estes son
flegaladas con respuestes fototacticas y quimiotacticas. Se caracterizan por tener como piomentos a
1ss bactericlorafilas 20 & dentro de sistemas membrenales intracitoplésmicos, que formen
pequenios bulbos denominados cromataforos en donde se |leva a cabo la folosintesis.

Dichas pigmentos son regulados en su sintesis por la intensided de 18 luz. En ls oscurided obtienen
energia mediente la fermentacion.

€1 suborden Rhodospirillinees se divide en dos familias:

-Familia Chromatisceea ( antas Thiorhodacese). Son propiamente las becterias sulfurosss. Utilizen
como fuente reductora  H,S, 3, 5,05, Hy v substratos orghnices.,

~Familia Rhodospiriliacese (antes Athiorhodeceee). Son lss 1lemades bacteries parpuras no
sulfuroses. Esta familia, en el curso de la evolucion, perdid le cepacided de oxider elementos
sulfurosos 0 sulfatados. Oxiden compuestos organicas coma el suctinato, glutamato y Hs, en aigunas
especies. Esta diferencia con 1a familia Chromatiaceae, sequraments, estd muy relacionade con la

carencia en las bacterias purpuras no sulfurosas de la enzima adenil sulfato reductass,
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La familia Rhodospirillacese tiene 1o capacided de desarrollerse {anto en aneerobideis como
gerdbicamente, Cuando son crecides en luz anaerdbicsmente su metsbolismo es fotosintético,
mientras que cuendo son crecides en ausencie de uz y serdbicemente su metabolismo es
respiratorio, por 1o que se dice que son bacterias facuitatives. La tolerancia por el oxigeno depende
de la especie y va desde microaerofilices hasta serofilicas.
Sus habitats naturales son, en aguas dulces, en medios orgdnicos simples y 8 temperatures no
extremosas que van desde los 15 hasta los 35° C.
Otros substratos foloasimilados por dicha femilia son el acetato, piruvato y dcidos dicarboxilicos.
Algunas especies son cultivades en cidos grasos, metsnol o elanol, mientras que otras lo son en
azicares, Algunas necesitan de vitaminas,

La ecuacion generalizade pera la fotosintesis de bacter ias, segin Van Nie! ( 2), es 1a siguiefte:

1.2 Taxonomia y descripcibn de 1a bacteria Rbadespirillum rvbrus .

Les bacteries ulilizadas son el género tipo de la familia Rhodospirillacess vy su ubicacion
{axondmica es la siguiente:

Orden: Rhodospirillales
Subordsn: Rhodospirillinese
Familia: Rhodospirillaceae
Oénero: Rhodospiritlum
Especie: rubrum.

Tienen una forma espirel. Miden de 0.6 8 1.0 p deanchoy de 7.0 8 10.0 y de largo. E) color del
cultivo anserdbico con luz es rojo. Tiene flagelos polares y el macenismo de reproduccin es por
division binaria. Son eerdbicas facultatives. Su crecimiento aneerdbico ocurre en luz mediants la
folosintesis y el aertbico en le oscurided mediante la energia de le oxidacién de compuestos
orgénicos, en e] que se observe un bajo desarrol lo de los cromatéforos.

Un factor importente que se requiere para su crecimiento es la biotins.
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Presentan una pared celuler separada por el espacio periplésmico (3) de la membrena celular,
cual envuelve al citoplasmay contiene el transporte de electrones. La membrana plasmatica forma
invaginaciones 1lamades cromatéforos, dicho sisteme intracitoplésmico de membrana se toma como
criterio para 18 clasificacion entre especies.
French y col.{4), reportaron que los pigmentos fotosintélicos de Rhadbspirilium rubrum estén
asaciados a los cromatdfores,
E1 caroteno predominante en esta bacteria es la espirilloxantine. Las quinonas presentes son la
Ubiquinona 10 y la Rhodoquinona,
€l espectrode Ahadspirilivm rubrum es inico en cusnto a que presenta una handa de sbsorcion &
$50 nm debido 8 la espirilloxentina y una » 885 nm por 1a BC! ( Bacterioclorofils) a. Todes las
demés espacies con BC! a muestran dos bandas do ehsorcion de 800 & 890 nm.

Orientades hacia el espacio periplasmico encontramos proteines que participen en el trensporte de
electrones como es el del citocromo o

’.3 Hipitesis de Ia tramsduccion energitice.

En los (ltimos afios |a investigacion en el campo de la bioenergética se ha enfocado en les reacciones
involucradas en 1a capturay conversidn de la energie por las células, sobre todo en la trensduccidn
de energia en sisiemas membranales.

En particuler se sabe bastente acerca de 1a sintesis del ATP y su dependencia con el transporte de
electrones, el cus! proporciona la energia para 1a formacion del ATP mediante reacciones de dxido-
reduccidn y leenzima H' ATPasa. Sin embargo, ain hey preguntss sin respuestas; ¢cusles son los
mecanismos moleculares por los cusles se lleva a cabo s transduccion energétice?, ide que
manera operaen los cambios conformacionates?, icomo son procesadss y ensamblades, en la
membrane, les subunidedss involucrades en |a transduccion energética?

Existan 3 hipitesis principales, las cusles estan basadas en estudios sobre mitocondr ies que se han
utilizedo para explicer , tembién, la fotofosforilacion en cloroplestos y bacteriss, A continuacion se

presentan dichas hipdtesis.




1.3.1 Hipbtesis Quimica

Esta hipdtesis fue formulade por E.C. Stater en 1953 (5). Propone un intermediario covalente de
alts energia, el cusl se forma en el transporte electronico que después se rompe tediendo energia
pera la formecion de ATP, es decir, por medio de dicho intermediario quimico hay un acoplamiento
enlre las reaccioves de oxido- reduccion y 18 sintesis del ATP.

Esta proposicion es un recuerds del papel desempefiado por el 1, 3 difesfoglicérice, intermediario
en 1a glucdlisis en 1a formacion del ATP en |a mencionads secuencis, el cuel utiliza 18 energia
liberada de 1a oxidecion de un aldehido a carbaxilo.

Este intermediario deberia de lener una energia libre de hidrdlisis fuertemente negativa, la cual
apor-tar ia 1a energia neceseria para la formaciin de) ATP apartir de ADP { Difosfato de adenasina)

y Pi( Fasforo inorgénico). Lo anterior se esquematiza de 1a siguiente manere:
AHy+B ¢ X -~--~ > A-X + BH,

A-X+Pi+ ADP---->A+ X + ATP

Donde: Ay B son ransportadores redox

X es 8! intermediario comGn.

Sin embargo esta hipdtesis tiene algunes limitaciones. En primer luger no se ha aislado ningin tipo
de intermediario quimico de alts energia, ademés de que no se tome en cuents olros procesocs
invalucrados en 1a trensduccion energética como 1o son 108 cambios estructurales, flujos de iones,

potenciales eléctricos, ls importancia de una membrana continua, asi como la estequiometria.

1.3.2 Hipétesis Conformacional.
Esta hipdtesis, principalmente propuesta por Peu) D. Boyer {6), menciona que las transducciones

energétices podrfan ester rolacionadas con cembios conformacionales de proleinas.En alguna époce
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se pensd que 18 energia del trensporte de electrones podria estar vinculada o la formacion de
tigester a través de un cambio conformecionat pratéico (7).

Lumry (8) también reconoce cambios conformecionales relacionados con la transmision y uso de la
energia libre, debido & que an 1a fosforilacion la energia libre es pequefia y por lo mismo podria
participar en una pequefia distorsion protéica sin que esté acompefiade por otro proceso. Menciona
que el desarrotlo y 1a transmision de cambios conformacionales estd acompefiado por transiciones
de carga incluyendn movimientos de grupos protonados.

Dicho cambic conformacional podria ser provocado por una molacula del transporte de electrones o
por 1a H*ATPasa. La energia inherente al cambio conformacional provaca 1a formacion del ATP &
partir deADP y Pi.

Hasta Ia fecha se han obtenido resullades interesantes que mantienen visble a la hipdtesis
Conformecional pero que sin embargo no ha tenido le importencia v 1a contribucidn de la hipdtesis

Quimigsmética 1a cual veremos a continuacion,

1.3.3 Hiphtesis Quimiosmética.

Mitchell (9,10) es el creador de esta hipdtesis, le cual incluye la H*ATPasa, el transporte de
electrones y la trensferencia de protones como componenies principales; mediedos por la
translocacion de slactrones v elementos del agus a través de la membrane.

Mitchell se basa principalmente en el hecho de que el transporte de electrones provoca une salide
ds protones fuers de 1a membrana; que la membrana es impermeable a los iones, especialmente al
OH™ y H*, excepto por via espacifica medisnte cierto sistemes de transporte; y que atravezando la

membrana se encuentra la H*ATP sintetasa que cataliza la siguiente reeccion:

H* + ADP + HPO4 + nH afuera---->nH adentro + ATP + H,0
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El gradiente de prolones proporciona la energia necesaria, 8l atravesar ls membrana via Fo
(subunided membranal de la H*ATPasa), para que ésta Heve a cabo la reaccion anteriormente
descrita,
Dicho gradiente estd formado por dos componentes: el potencial de membrenao elécirico ( Ay ) v
el potencial quimica { ApH ) , que farman la |lamade fuer2a prolomolriz ( ap ) , cuya relacion es

la siquiente:

Ap =y - ZapH

Donde 7= 2.303 R T/1

Siendo R= Constante de los geses.
T= Temperatura absolula.

f= Constante de Foeraday.

Se ha observado que 1a sinlesis de ATP es més dependiente det potenciel eléctrico en mitocondrias,
mienlras que en el cloroplesto To es del patencial quimico ( 11 ). En bacteriss puede depender de
smbos o de uno u otro sogin el medio embiente en que se encuentren.

Respecto 8 esta hipotesis, Boyer menciona que el gradiente de protones no es la dnica maners de
transmilir la energia. Cita trabajos en los que se ohserva sintesis de ATP en particulss no
vesiculeres ( 12 ) o que en cloroplastes se observa la formacion de ATP v luego 1a formacidn de!
gradiente electroquimico ( 13 ).

Estateoria aln tiene delalles que causan controversia, sin embargo sus postulados basicos ya han

sido probados experimentalmente ( 14), por 1o que ha sido tomade como base ¢: este trabajo.

1.4 Descripcion del complejo H* ATP sintetesa.
E1 complejo H* ATPsintetasa de mitocondriss, cloroplastos y beclerias es muy similsr en cusnto @

esliructura. Este consiste en dos partes designadas comaFy y Fa(fig 1 ).
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Fig 1 Modelo de la E‘oF1 de Escherichia coli.Este modelo

est8 basado en experimentos de reconstitucibn,estequio-

/

metria de las subunidades y en predicciones de estructuras

secundarias (17},
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La Fy es hidrofilica y se enctientra en a porle interne del compartimiento de la membrana; esta
compuesta por 5 subunidedes, determinades por técnicas de secuenciacion de DNA. Los pesos
moleculares de les diferentes subunidades en Sscheriohiocoli son:
a 55,264
# 50,157
Y 31,410
§ 19,310
£ 14,194
La estequiometrfa de las diferentes subunidedes es 1a siguiente ; a3 i3 Y 8 €. Les subunidadesary
forman la parte catalitica de la Fy ya que en éslas se encuentran los sitios de unidn pare los
nucledtidos y es en esta region donde se Ileva 8 cabo la sintesis y la hidrdlisis.
Por otro lado la funcion de las subunidedes 8y €es la de unirse a la Fo, mientras que la subunided ¥
une la parte cetaliticadfy con &eFo ( 15).
Asociade a la Fy se encuentra una proleine que previene 1a actividad hidrolitica de 1a enzima
11amada el inhibidor netural de le H*ATPasa.
La Fo se encuentra en 1a bicapa lipidice de 18 membrana, su funcion es la de permitir el paso de
protones al complejo cataliticode 1a H*ATPasay unir 18 parcidn F | 8 1a membrana.En Fscherichia
/i esth formade por 3 polipéptidos. Lo proteina @ es hidrofébice con un peso molecular de
30,000. Le proteina c es altamente hidrofobica y se une covalentemente al DCCD
(Diciclohexilamida), alterando la permeabilidad de 1a Fo a Jos protones e inhibiendo 1a sintesis de
ATP,
Le evidencia quimica y genética parece indicer que I3 sisunided € solo funciana en forma de
olipgmera. En cloroplasios, levaduras y milocondries se ha encontrado que reconstituide en
liposomas permite e) paso de protones ( 16).
La subunided b tiene un peso molecular de 17,220. Contiene una regidn hidrofdbice y otre
hidrofilica; esta illima es |a que seguremente une 1a F 1 s 1a membrana al tener contecto con la
subunided & ( 11,15).
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La estequiometria de Ya Fo aiin no estd bien definida, algunas Fo bacteriales carecen de 1a subunidad

ay se ha propuesto que solo tienen | subunidad e( 11).

1.5 Descripcidn del complejo H* ATP sintetass de Riodbspirillum rubrum.

Se han desarrolledo varios métodos de purificacion del factor de ecoplemientode Ahadspiri/ivm
rubrum \os cuales se basan en sonicaciones con EDTA 1 mM (1), lavados con soluciones de alta
fuerza idnica (18,19,20), polvos acetdnicos (21), extracciones con cloroformo (22,23) y
lavados con soluciones de Tritdn X- 100 (24,25,26). E] peso molecular de la Fof 1 es de 480,000
¥ 30,000 ( 25). Requiere de 1as subunidadesa, pyy para Ilevar a cabo su sctividad enzimética,
mientras que la subunided 8 es necesaria para 1a unidn entre 1a Fy y Fo. Los pesos moleculares de
1aF 1 90n los siguientes:

« 58,000

$53,000

y39,000

818,500

¢ 7,500.

Por otro ado se han podido deducir les funciones de algunas subunidedes gracies a diferentes
técnices de purificacion. Por ejemplo, la extraccion del faclor de acoplamiento medisnte LiCl
libera a 1a subunuded §. Al ser despojado de dicha subunided la Fof | unida a la membrana pierde su
activided enzimética la cual se recobra 8] ser reconstituide (20). De lo anterior se sugiere que ls
actividad catalitica reside en 1s subunidad p.

Les preparaciones membranales poseen una H+ATPasa dependiente de Mg**, sensible a
desacoplantes como el FOCP  (Peratrifluorometoxicarbonil-Cisnuro-Fenithidrazons), DOCD
{Diciclohexil- Carbodiimida) y & inhibidores de Ja transferencia de energia como 1a aligomicina y
la auravertina. Otros cationes metalicos pueden sustituir al Mg** teles como el Mn**, Co*t vy

Ca** aunque con menor eficiencia (27 ,28).
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La solubilizacidn de 1a enzima trae consigo cambios en las propiededes calaliticas, especialmente @
1o que se refiere al requerimiento de cationes, por ejemplo, la enzima purificada de un extracto de
polvos aceldnicos presenta una activided alte en presencia de Ca* * y baje en presencia de Mg**,
incluso éste 1timo puede egar a inhibir 1a actividad, La solubilizacion de la H* ATPasa con Tritén
%~ 100 es dependiente de Ca** y de Mg** sin embargo un exceso de Mg** produce un efecto
inhibitorio mientras que con un exceso de Ca** silo se ohserva una pequefia inhibicion, Lo
enterior no ocurre cuando la enzima se encuentra unida & 1a membrana, por 1o que se sugiere que 1a
membrana protege a la enzima de) Mg* * libre (29). Estos cambios en los requerimientos por e
cation son explicados por Webster y col (22) como un posible cambio en 1a sensibilided por el
cation.

Otres caracteristices de la enzima son: la capacidad de hidrolizer otres nucletidss como el GTP
(Trifosfeto de guanina) y el ITP (Imidotrifosfato) (25), no sufre cambios conformacionales
bruscos cuando es solubilizada en detergentes no idnicos (30), su punto isceléctrico es de 4.5
(25) y su pH dptimo es de 8.0 ( 28).

En cuanto a 1a regulacion de 1a H* ATPasa en bacterias folosintéticas Baccarini y Melandri (1, 31)
mencionan le necesidad de encontrar en dicho sistems la presencia de subunidedes regulatoriss

como s proteina inhibidora.

1.6 Antecedentes,

Uno de los descubrimientos importantes dentro de 1a bioenergética fue el de la praleina inhibidora
de 1a ATPasa por Pullman y Monroy (32). A partir de entonces se han reelizados veries
investigaciones que sugieren uns regulacion fisiologica como funcidn principal de la proteina
inhibidora de 1a ATPesa de mitocondr fe. Proteines simileres fueron eisladas en cloroplastos(33) y
en bacterias ( 34,35), empliando los estudios a relaciones filogenélicas. |

Para finales de lo décade de 1970 la fuerza protomotriz, generada por la cadena de {ransporte de
electrones, y la proteina fnhibidora fueron consideradss como las responsebles de la

“direccionalidad’ de 1a H*ATPasa (36,37,38),
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Las proteinas inhibidores aislades de diferentes fuentes mitocondriales (levadura, higado y
corazdn) son muy similares. Son ciides, estables al calor, con pesos moleculares que van de 7,000
en levaduras @ 16,000 en e] musculo esquelético, Su composicion de aminodcidos muestra un alto
porcentsje de cargas residuales (arriba de) S0 %) : dcido glutémico, lising, arginine, écido
aspartico pero carece de cisteina y triptifano (37).
Laestructura primariade 1a proteina inhibidora de mitocondria de corazdn de res (39,40) y de
Saoaromyrees cerevisise (41) muestran un alto grado de homologia. También se sabe que las
proteinas inhibidoras de mitocondria cruzen funcionalmente con ATPesas de diferentes especies
(42). Les proteinas inhibidoras de cloroplastes y bacterias tienen 1a misma funcion o la de la
mitocondria, es decir, regulan 1 actividad hidrolitica de 8 enzima. Sin embergo son diferentes
cleses de proteinas. Sus pesos moleculares van de 14,000 e 16,000, y sus composiciones de
aminodcidos muestren més residuos neutres e hidrofobicos los cusles le den un cardcter
hidrofdbico (30,35,40). Al igual que 1a proteina inhibidora de mitocondris, 1as encontradas en
bacterias y cloroplestos son estables al calor y al écido. Hesta 1a fecha no se ha encontrado un cruce
funcional entre H* ATPasas de eucarjontes y proteinas inhibidoras de proceriontes ( 33,34,35).
Cusndo une proteina inhibidora es tretsda con rediactivided y se agrege a vesiculas
subm itocondriales se observa una union saturable ademas de que 1a cantided de proteina unide es
proporcionat a 1a inhibicion de la activided enzimélica ( 43). Resultados similares se hon obtenido
en mitocondriss de levaduras (44,45). Dicho sitio de union se conserva tento en 1a Fo-Fy
purificada como en 18 1, sunque 1a constante de disaciacion sumenta. La estequiometria de union es
muy cercena s | en preparaciones de F 1y Fo-F1 ( 46,47).
Klein v colaboradores (46) han demostrado mediante compuestos radiactivos que le proteina
inhibidora e une en 1a subunidad B o muy cerce 8 esta. Por otro lado, varios sutores (43,48,49)
han observado que 1a unidn de 1a proteina inhibidora en 1a enzima aislada es menos estable que en 1a
enzima unite a 1a membrana, Heshimoto y colaboradores {49) hen aisledo dos pequefias proteinas,
de 9y 15 Kd (kilodalton), de las membranas mitocondrisles de levadura, 1as cusles estabilizen la
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unidn de la proteina inhibidora con 18 ATP sintetesa sislada pero que sin embargo no lo hacen con 1a
F1.

Uno de los requerimientos para Is unitn a 1aenzima es 18 hidrdlisis de algunas molécules de ATP en
un medio de tncubacion & pHs tigeremente dcidos (46,48,50). Lo anterior parzce sugerir que el
inhibidor se encuentra unido 8 la en2ims “improductivemente” y que al ocurrir la hidrdlisis, la
unidn pasa a un estado "productive” gue inactive 8 la enzima (49). Al ucurrir hidrdlisis se
produce un exceso de ADP, Pi y de H* los cusles, probablemente, inducen & una inleraccion
inhibidor-F ! productiva . Panchenko y Yinogredov (51) observeron en sus experimentos una
inhibicion considerable de la activided ATPésica cusndo se uliliza un medic de preincubacion sin
cationes y nucledtides a un pH de 4.8, Ellos sugieren que 1a proteina inhibidora sufre una pequefia
trensicitn al haber un cembio de un pH neutro & uno &cido, 1o que permite la unidn con 1a enzima.
Existen otros factores que 8] perecer influyen en 1a union de la proteine inhibidora con la enzima
como por ejemplo, 1a presencia de ciertos fosfolipides en e vecindad del sitio comdn (52,53).

€1 esquema general de 1a unidn de la proteina inhibidora @ 16 ATPasa es:

Pl

MATP > MoADP + Pi + H*

Muchos eutores han demostrado 18 liberacion de ta proteine inhibidore, de la enzima, hajo
diferentes condiciones como por ejemplo ol remover los iones Mg** con EDTA (Acido
Etilendiamino Tetra-acético) (52,54), aumentando 1a fuerza idnica {55) o el pH arriba de 8
(56). 5in embargo en tods 105 ejemplos anteriores el proceso de liberacion es muy lento. Van De
Stedt y coleboradores (57) observaron un aumento en le actividad en particules submitocondrisles
8l incubarlas con un substrato respiratorio, lo que sugiere !a liberacion de 1a proteina inhibidora,

aunque (N sigue siendo un proceso lento,
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Se ha observado que la proteina inhibidora puede actuar sobre 18 reaccion de recambio ATP-Pj
pero con muy baja efecto a diferencia de 1a reaccion de hidrolisis donde se observa un fuerte efeclo
inhibitorio. Gdmez-Puyou y colaboradores (58), con base en 1o anterior, han propuesto que es en
el d1timo paso de 1a hidrélisis, al fiberarse el ADP, cuando actia 1a protefna inhibidora,
En todos los sistemes probados el efecto del inhibidor es no competitivo al utilizer lodes los
nucledtides hidrolizables (37,38,48,50). Esto, junto con los estudios que indicen que la proteina
inhibidora no se une al sitio catalitico de 1a subunidad B, da Tuger a la hipdtesis de que existe un
sitio regulalorio en 1a subunidad B ( 15). Los estudios realizados por Citrdn y col {50) apoyen lo
anterior al oblener resultados que sugieren que el inhibidor enmescara un silio regulador
alostérico parael ATP,
Kleiny col. (59) hen propuesto qua la proteina inhibidora ejerce su efecto inhibitorio blogueanda
18 union de los nucledtidos, en una posicidn que les hace inaccesible su sitio de union. Tembién
observaron que le capacided inhibitoria cembis al variar el lipo de nucledtido.
Pullmen y Monroy (32) determinaron que 18 proteing inhibidora no afects 1a activided de sintesis
de 1a H*ATPasa. Numerosos trabajos hen corroborado 1o anterior ademés de que el gradiente de
protones promueve la sintesis de ATP y 1a liberacidn de la proteina inhibidora.
Harris y Croft (60) ohserveron que la activacion lanto de 1a hidrolisis como de la sintesis, en
cloroplestos, mediente flashes de luz, es muy similar. Cusndo los cloroplastos son tratedes con
ditiotreito), el cual se supone remueve & la proleina inhibidora, se acelera la fosforilacion aun
disminuyendo el nimero de flashes, Lo snterior parece indicar que el inhibidor se despieza el sitio
activo entes de que la H*ATPasa se active.
Se han realizado experimentos (61) en los que e chserva un pequefio relardo en 18 sintesis, en
particulas submitocondriales, al egreger lo proleina inhibidors. Este relerdo desaparece ol
incubar con NADH (Nicotinamida dinucledtido reducico). Sin embergo esta fase de relardo en la
sintesis tembién depende de la temperatura, del tipo de subsirato respiratorio, del grado de
acoplamiento, pero no de 1a cantided de la proteina inhibidora ( 62). Ademés de que se ha ohservado
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que 18 liberacidn de 1a proteina inhibidora es del orden de minutos mientres que la fase de retardo
es slo de segundos (61),

No silo se ha propuesto al gradiente de protones como determinante en la interaccion de ia proteine
inhibidora, también 1o son los cationes divalentes comoel Mg* * v el Ca* * (44,48 50 54).

Se ha propuesto un modelo bioguimico de 1a interaccion de 1a proteine inhibidera con 1a H*ATP
sintetasa (36), el cua) se basa en 103 cambios conformacioneles que sufre la Fy durante e!
transporte de electrones. Propone que los diferentes cambios conformacionales que sufre la enzime
dictan los diferentes estados de interaccidn, se supone que la proteina inhibidors afecta la velocided
con 1a cual ocurren los cambios conformacionales ( Fig.2).

Enel estado 1, en ausencia del potencisl electroquimico, 1a proteina inhibidors se encuentra unida 8
la H*ATP sintetasa en 1a que, de elguna forma bloguea su activided catalitica. Esto se explica por el
bloqueo del sitio de union para el nucledtido (59,63).

En el estado |1 es generada 1a fuerza protomotriz por la trenslocacion de electrones, Ta H*ATPasa
sufre entonces un cambio conformacional el cual es observado por un incremento en la
fluorescencia de la unidn de 1a aurovertina (64). La proteina inhibidora disminuye la velocided del
cambio conformacional, lo que explica el retraso observado en 1 sintesis de ATP en particules
submitocondr iales y cloroplastos cuando éstos contienen a la proteina inhibidora. Hangarter v Ort
(65) postulan que 1a formacin de un complejo cooperativo entre el transporle de elactrones y
translocacion de protones requiere de 1a produccion de un umbral en la fuerza protomotriz el cual
es alcanzadn por ] retraso provocedo por Ja proteina inhibidora.

En esta etapa 1a proteina inhibidora se encuentra asociada @ la H*ATP sintelesa en una posicidn
intermedia lo que permite la actividad de sintesis pero no de hidrdlisis. Una explicacion bastante
razoneble acerca de la diferencia del efecto de 1a proteina inhibidora sobre 1a direccionelidad de la
ectivided enzimatica, es 1a propuesta por Asami y col (38) , 1a cusl sugiere que 1a proteina
inhibidora controla 1a permeabilidad a los protones en la porcion Fo de la H*ATP sintetasa, v asi

permite el paso de prolones en una sola direccion.
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Fiqura 2.- Modelo en el cual se muestran los cuatiro estados de

interaccidn entre la proteina inhibidora y la ATP sintetasa (36)
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En el estado 111 e) potencial electroquimico permanece constante durante cierto tiempo, en el que 1a
proleina inhibidora es liberada, disminuyendo 1 efinided de ésta por la H*ATP sintetasa
“energizade”. En términos generales la H*ATP sintetasa, en este momento, es capaz de realizer 1a
catdlisis en ambes direcciones, lo cua’ esta determinado por la permanencia del potencial
electroquimico.

Durante el estado |V !a proteina inhibidora interectia con 'a H*ATP sintetasa en una forma no
efective. L formacion de dicho complejo intermedio es promovido cuando se colapsa el polencial
{ransmembremal, y es entonces cuando ocurre un répido cambio conformacional de 1a H*ATPasa,
sugerido por el decremento en 1a fluorescencia de! sitio de la surovertina (64), Se puede pensar
que dicha trensicion causa un incremento en 1a sfinidad por la proteina inhibidors. Ls union de la
prateina inhibidora podrie ser, también, promovide por una variedad de factores como lo es el
estado activo de la enzima (50,54), por los cationes divalentes (48,50,66), por un pH bajo en la
matriz (51), por proteinas adicionales (49) y a fosfollpidos (53).

1.7 Objetivo.

Como se puede chserver las investigaciones acerca de la requlacion de la ATP sintetasa, por la
proteina inhibidora, tienenmas de 20 afios y aln axiste una gran contided de preguntes acerca del
mecanismo de regulacion, Ciertamente hay olros mecanismos de regulecion dados por una variedad
de factores cuyas interrelaciones adn se desconocen del tado,

E) como funciona le proteina inhibidors seré realmenle comprendide cusndo se enlienda
completemente el mecanismo de transducidn energética en mitocondrias, bacteries y cloroplastos.
£l objetivo del siguiente trabajo es demostrar la existencia de la proteina inhibidora de 1a H*ATP
sintetasa de 1a becteria folosintética Rhadpirs/um rubrum . €1 interés por esta investigacion
surgid debido @ los experimentos previos (67) en que se sugiere 18 exislencia de 1a profeina
inhibidora (tabla 1); dichos experimentos, en los que se observd la activacion de la enzima,
consisten en tratamienlos comparetivos entre la H*ATPesa de mitocondria de norazin de resy la de

Rs. rubrum , con iripsine, calor, frioy paso por une columna da sephadex 8- 50.
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Tratemiento Mitocondria Rhadbspirrllum rubrim
1) Columna de Sephadex Se activa 1a ATPesa Hay una estimulacidn de la
6-50. ATPasa de cromatoforo de 40 %

2) Baja temperatura L.af seinactivaen La ATPasa solubiizade se man-
frio pero se mantiene tiene establea 4 C o incluso
esteble con e} inhibidor congelada *

3) Ca'or L8 ATPasa se activa el La ATPasa solublizada se esti-
ser catentada a 62 °C mula un 80 % cuando e le

calientaa 62°C*

Tebta 1. Criterios indirectos para demostrar 1a exislencia del inhibidor.
# Medida en reconstitucion. (67).
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2 Mater{alen y métodos.

2.1 Crecimiento de las bacterins.
Les bacteries utilizades en todos los experimentos fue la cepa silveslre de  Rhadaspirillum

rubrum.

2.1.1 Medios de cultive.

Se utilizeron dos tipes de medio, uno sotido y et atra Viquido. EY primero contiene lo siguiente para
un litro:

Extracto de tevadura 3 or

Peptons de gelatine 2g

Agar bacterfologico 1 ®.

£1 medio fue esterilizado por 15 min en 1a autocleve, en frascos de 15 8 20 m1 con rosca,

€1 madio liguido se prepard seadn 1a férmule de Cohen- Bazire y cob (68), con la modificacion
utilizade por Hutner (69).

Para la preparacion del medio se partio de las siquientes soluciones:

8) Bass concentrada, para dos liires:
Acido Triscético de Nitrilo - N (GH2GnH)3 - 20¢r

Sulfato de Magnesio ~ MgS0,4 7TH;0 - 28.9 gr

Cloruro de Calcio - CaCly 6H,0 - 871gr

Molibdsto de Amonio - (NH4)gHMaq0,4 4H,0~0.185gr
Sulfsto Ferroso - FeS04 7H,0- 0.1950r

Metales '44' - 100 m}

Seajustaet pHa 6.8.

{8 solucidn de metales contiene lo siguiente:
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EDTA- 25 gr

Fes0, 7H,0 - 5.0g8

050 4 TH,0 - 11.0mg
Mn304 4H,0- 1.540r
CUSO4 5H20 -0.392¢0r
Co{NOz) 5 6H,0 - 0.248 gr
NaB 40, 6H,0 - 0.177 gr

Se afora 8 un litro con agua destilada y se ajusta el pHa 6.8.

b) KH,PO4 - 136.09 gr para 1 it de agua destilade, sesjusta el pHa 6.8

¢) Acido succinico - 100 gr para | It de agua destilade y se sjustael pHa 6.8
d) (NH4)550,4 - 100 gr para | I de agua destilade

e) NaCl,, - S0 gr pare 1 1t de agua destilade

1) Acido L-glutémico - 25 gr pera 250 m1 de agua destilade
9) Acido L-aspartico - S gr pars 250 m| de agua destilade

€1 medio liquido final contiene, para 12.5 N, las siguientes soluciones:
Base concentrada - 250 m)
KHoPO,4 - 250 m}

Acido succinico - 250 ml
Sulfato de Amonia - 62.5 ml
NaCl, - 125 m)

Acido L-glutémico -~ 25 m)
Acido L~aspartico - 25 mi
Extractodecarne - 125 gr
Acido nicotinico - 12.5mg
Tiamina - 6.25 mg
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d-Biotina -~ 0.125 mg.
Se ajusta el pH a 6.8. E| medio se esterilizs en la autoclave durante una hora, con escape lento. El
medio presente un precipitedo que al egitarse y 1leger a temperaturs ambiente, se disuelve. El

medio tiene un color smarilloclero transparente.

2.1.2 Siembra de hacterins.

Las bacteries se sembregon en placas para former colonies sencilles. De estas se tomeron muestres
pera sembrarlas, por picadur, en los frescos con medio sétido, Se incubaron en la oscurided pera
que las bacleries consumiersn el axigeno presente. Después fueron expuestas a la luz pera
provocar el crecimiento fotosintélico en anaerobiosis utilizendo focos de tugsteno de 40 watts a uns
distencia de 30 cm. Una vez ohservado e) desarrollo de 18 colonia, los cullives pueden mentenerse
asi durante largo tiempo paradarles méas tarde la utilided que se requiers.

Para oblener mayores cantidades de bacleriss se utilizo &) medio liquido, pars lo cual se afiadid éste
en los ﬁasoos que contenian colonias en medio s6lido, se agith. Después de 10 dias, ol observarse
crecimiento en el medio liquido, se trensfirio a frascos de 10 mi, i obtener una mayor poblacion
se pasarana frascosde 1 1ty finelmente e frascosde 16.5 It

En todos los casos los frascos ulilizados fueron cerrados con tapones de hule ester ilizados, dejendo
entre estosy el medio @l menor espacio posible para reducir s méximao la centided de oxigeno. [s
por eso que los cullivos se mentuvieron en la oscurided previamente &l crecimiento ron 1a luz, de
maneres que las baclerias consumieran el poco axigeno para luego crecer ancerdbicamente.

Les cultives se mantuvieron 8 30°C, se dejd crecer e las bacterias hasta s fase logaritmica tardia
determinada por curves de crecimiento el medir 1a densided dptica del cultivo a diversos intervalos

de tiempa en et folocolorimetro,

2.1.3 Cosacha de bacterias.
Les becterias fueren cosechedas directomente de los fresoes de 16.5 It medianie una cenirifugn de
flujo continuo Sherples. Da la cosecha se obtuvo una masa de baclerias libre dal medio Viquido, la
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cual fue lavada con MOPS (Acido 3-N~-Morfolinopropanosulfdnice) 50 mi, KC1 50 mM pH 7.5
para eliminar por completo los residuos y deshechos det medio. Se centrifugd & 8,000 x g, 20
min. Los precipitados se pesaron y se almacenaron a -300 C en un congelador hasta ser utilizades.

2.2 Obtencidn de extracto crudo de inhibidor.

Para oblener el extracto crudo de inhibidor se usaron combinaciones de diferentes métodos para
purificar inhibidores de diferentes sistemas (37) .

Se resuspendieron 50 gr de bacterias en 65 m1 de agua bidestilade, Se calentsron e 900 C en bafio
Meria, 20 min. Se agitaron en hielo 20 min y se dejaron agilendo & una temperatura de 4% C
durante 15 hrs.

Se centrifugeron a 15,000 rpm 20 min, el sobrenadsnte es precipitedo eon TCA (Acido
tricloroacético) & una concentracin final del 108. Se centrifuge a 15,000 rpm 20 min, el
sobrenadante es desechedd y el precipitedo es resuspendidc en un buffer Tris-HC)
(Hidraximetilaminometana) 10 mM pH 7 , se sjusta el pH 7 con KOH. Una vez neutrelizado se
~ centrifuga 8 40,000 rpm | hr, e) sobrenadante es el extracto crudo de inhibidor, el cusl mantiene
su ectividad inhibitoria después de haber sido congelado a -70 0C durente 5 meses (Fig.3).

2.3 Obtencién de 1a Fa-Fy de RAodespirillum rebrum.

El método utilizedo pars purificar la Fof | fue el descrito por Oromet-Ethanan (26). Se
prepararon cromatiforos a partir de bacteriss, para lo cual se resuspendieron las bacterias en un
buffer de Tris-HCI 10 mM pH 7.5, en una proporcion de 1:3 (bacterias: buffer) , se les afiedic 1
mg de DNAsa por- cade 10 gr de peso himedo de bacter fasy MgS0, | mM.

Para romper les células se sonicaron en lotes de 25 m! durante 2 min, en un sonicador Branson,
enfriando con squa 8 4° C.

Se centrifugia 15,000 rpm 20 min para remover célulss sin romper, capsules, etc, que queden
en el precipitedo. Se tomd el sobrenadente y se centrifugd @ 40,000 rpm | hr. En el precipitado o2

encuentran los cromatdfores los cuales son lavadosen buffer Tris 10 mit. pH 7.5



Bacterias dilufdas en agua ( 50 gr ) 24
Se hierven 20 min
Se agitan 15 hrs a 4°C

Centrifugar a 15,003 rev/min ( 20 min )

Sobrenadante Precipitado

A4
Se precipita con TCA al 10 %

|

Centrifugar a 20,000 rev/ min (20 min )

/ \

Precipitado Sobrenadanta

)

Se resuspende en Tris-HCL 10 mM pH 7.5

|
Se ajusta a pH 7.0 con KOH

Se centrifuga a 40,000 rev/min (1 hr )

/ N\

Sobrenadante ( Extracto de Precipitado

Inhibidor,9.3 + 2.0 my/ml )

Figura 3. M8todo para obtener el extracto de inhibidor
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Los cromatoforos fueron resuspendidos a una concentracion de 5 mg prot/m1 en una solucion que
contenia 0.2% Triton X-100 (v/v) y Hepes 1 mM gH 8.0. Se dej reposer por 30 min a Ia
temperatura ambiente. La suspension fue centrifugeda e 140,000 x g 90 min 8 4 C. £ resto de les
operaciones se realizaron a 4° C.

£1 sobrenadente, que contiene aproximademente | mg prot/ml, fue concentrado a 8 mg prot/m!
medisnte una membrana de diélisis y Acuacida . £} concentrado se peso e un gradiente lineel de
glicerol (5/15 &, v/v) con 0.1 % Tritdn X-100 y Hepes § mM pH 8.0. £} gradiente fue
centrifugado por 15 hrs a 26,000 rpm en un rotor Beckman SW-27. El complejo Fof | se
encuentra en las fracciones 3, 4 v S el cuel es dependiente de Ca** (Fig 4). La tabls de

purificacion se presenta a continuacion.

mg prat/m) umolas Pi/mg prot/hr
Crometiforos 240 2.84
- Aéxtrm‘lo Triton X- 100 69 1.90
Oradiente de glicerol 0.61 424

Tabla 2. Promedio de a3 purificaciones obtenidas de 1a Fof | de Ahadespirilium rubrum.

2.4 Obtencidn de la proteina inhibidora y del factor F de milocendria de corazon
de res.

La proteina inhibidora fue donade por Dreyfus y co) del tnstituto de Fisiologia Celuter; para su
separacion se siguio el mélodo de Kanner y colaboradores ( 70).

L.a purificacion de! factor F 1 de mitocondria de corazon de res se Hevd a cebo seqin el mélodo de
Tuenay Gdmez-Puyou ( 71). E) factor F | de mitocondria de corazon de res fue donado por Gimez-
Puyau y co! el Instituto de Fisiologia Celular,



Bacterias resusvendidas en
Tris~HCl 10m¥ pH 7.5 ( 1:3)
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32 le agrega 1 mg de DMhsa y M3SO 4
S2 sonica en lotes de 13 m, 2 min a 4°C
Se centrifuga a 15,000 rev/min,20 min a 4°C
Sobrenadante Precipitado
| !
Se centrifuga a 40,000 rev/min,l hr a 4°C
Sobrenadante Precipitado (cromat8foros)

Resuspender en 0.2% de Tritsdn ¥~100
1 mM Hepes~NaCH pH 8.0

/ N\
Sobrenadante Precipitado

Se le concentra a 8 mgforot/ml

Se somete a un gradiente lineal de glicerol (5 a 15 % v/v )
con 0.1% de Tritbn X-100, Hepes 3 mM pH 8.0

Centrifuyar a 26,000 rewv/min, 15 hrs
en un rotor Beckman Sw—27

Sa concentran las fracciones 3,4 v 5
en las que se encuentra la H ATPasa

Figura 4. M&todo para obtener la ATPasa de Prodospirillium rubrum.




27
2.5 Tacnicas utilizades.
2.5.1 Determinacidn de proteina.
La cantided de proteina se estimd utilizando el método de Lowry (72), utilizando como esténdar
albiimina de suero de bovino (BSA).

2.5.2 Determinacidn de 1a sctivided hidrolitica de la K *ATPssa.
La actividad de 1a ATPasa fue determinada por la liberacion de Pi, del ATP hidrolizado, mediante un
sistema regenerador:

La reaccion e lleva a cabo en un medic que contiene ATP 3mM, MgCl2 o CaCl2 3mM, PEP
(Fosfaenol piruvato) 1.45 mM, PK (Piruveto Kinesa) 7ma, Tris-Acetato 50 mM, KC1 60 mM, pH
8.0. La reaccitn se inicid al agreger a enzima y se pard con una concentracion finel del 6 % de
TCA, después de incubar a 300 C durante 20 min.

Les muestras fueron centrifugadas a 3,000 rpm 10 min,

2.5.3 Determinaciin del Pi libarado.

Pora determinar el Pi liberado por 18 hidrdlisis del ATP se utilizaron dos métodos, uno para la
Fof | de Rivdspirrlum rubrum y otro para 1aFy de mitocondr ia de corazon de res. Loanterior es
debido a que 10 actividad hidrolitica de laFof { de 1a bacteria es relativamente baja para lo cual se
utilizd un métads muy sensivle (73), el cuel puede determinar hiasta 10 nmola de Pi.

Pera determinar el Pi liberado en el caso de la F | de mitocondria de corazdn de res se utilizo oiro
método ( 74) no tan sensible. EF Pi fue determinado por una curva esténder utilizendy diferentes
contidades de H3P04. La actividad especifica se expresd en umaolas Pi/ mg prot/ minopor hr en el

ceso de As rubrom
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2.5.4 Determinacion de la aclivided inhibitoria del extracto de inhibider de
Rhodospirillum rubrum. |

Para delerminar la inhibicion de 1a actividad hidrolitica de 1a FoF y de la bacteria o de 1a F)
mitocondr ial se preincubd el extracto de inhibidor con 1a enzima durante 10 min a 30 9C en 100
p!} de un medin de preincubacion que contenis: Tris-mes 150 mM pH 6.8, ATP 0.3 mM pH 7.4y
CoClz o MaCly 0.4 mM. La reaccidn de hidrdlisis se inicié al agreger el medio de incubacidn
descrito en la seccion 2.5.2 , 1a reaccitn se pard con TCA al 6 & después de 20 min, Los controles
contenian ambos medios, agregados en les mismas circunstencias pero el extracto de inhibidor fue

sustituido por un volumen igual de agua.

2.5.5 Tratamiento con tripsina al extracto de inhibidor.

Se prepard tripsina en HC! 1mM a una concentracidn final de S mg/m1, el inhibidor de tripsine se
prepard en agua & una concentracion final de 25 mg/m1 (75). Al extracto de inhibidor (Smg/ml)
se le incubo con 2 myg de tripsina a temperalura ambiente por 1, 2 6 4 hrs, La reaccidn se pard

agregendo 10 mg de inhibidor de tripsina

2.5.6 Electroforésis en placa gel de acrilamida-50S

Se utilizd 1e técnica deserite por Yon Jagow (76) debido a que tiene una alta resulucidn, sdlo se
necesitan del orden de jig de proteina, el 5DS ( Dodecil sulfalo de sodio) evits la mregacion de Ja
prateina inhibidora, ademés de ser un método simple. La ATPasa de Rhakspirilium rubrum, 1a F
de mitocondria de corazon de res v sus inhibidores homdloges fueron sometidos & una electroforésis
en geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes para ver el grado de purezay de homalogia,

£V gel resolvedor al 16 %, para 20 ml, contenia: '

~0.1 ml de perculfato de amonic al 10 B

- 16 ml de ecrilamida- bisacrilamida (30%8-0.9%)

- 10 m!de huffer Tris 3M, HC! 1M, SDS 0.3%

-4m1 de qlicerol 79.5% (v/v)
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£1gel concentrador al 4 £ |, para 12 mi, contenia:
=7.5 ml de H.,0 bidestiloda
-0.1 mldcpersulfatode amonioal 10 %
-1.6 m} de acrilamida-bisacrilemida (30%-0.9%)
-3 m! de buffer Tris 3M, HCI 1M, SDS 0.3%
La polimerizacion se Ilevd a cabo con 0.010 m) de TEMED (N,N N’ N'-Tetrametil etilendiamina).
E1 tesffer inferior con Tris 0.2M pH 8.9 (HC1) v el superior cen Tris 0.1M,Tricina 0.1M, SDS
0.1%.
La tincion se llevd acabo sumergiendo el gel en la siguiente solucidn: isopropenol a) 26 8, écido
acéticoal 10 By azul de comassieu al | 8. Se destifid en le siguiente solucidn: etanol 25 & y acido

acéticoal 10 %, Se dejd inchar el gel en aqua durante 2 hrs, se montd y seca sobre papel filtro.
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3 Resultedos.

3.1 Efecto del extracto de inhibidor de Rhodbspirillum rubrum sobre la Fo-F 1
de la hacterioe.

Una vez obtenido el extracto de inhibidor, se realizaron experimerdos para determinar Ya actividad
inhibitoria del extracto de inhibidor sobre la FoF § homalaga, abtenida por el método de Gromet-
Elhenen (26).

Al ser preincubado e} extracto de inhibidor con la Fof § e iniciade la resccion de hidrdlisis, se
obtuvieron los resultados expresados en 1a figura 5.

Estos experimentos claramente el efecto inhibitorio del extracle de inhibidor sobre la aclivided
hidrolilica de la Fof | de Ia bacleria. Asimismo, muestran, 8l igual que en milocondria de corazin
de res (32}, cloroplasto (33), levadure{44) y Fscherichis coli (35,42), una disminucidn de la
actividad hidrolitice de s enzima e sumentar 1s concentracion de la proteina inhibidora.

A diferencia de otros experimentes en los que se requiere de | pg de proteine inhibidora pera
inhibir 100% la activided hidrolitics de le enzima ( 32), en el nuestro se requirieron hasta dos
ordenes de.menitud més de extracto de inhibidor para oblener una inhibicion significativa. Al
respecto, cabe sefialar que se utilizo un extracto y no Ja proteine inhibidora purificada,

3.2 Efecto del extracto de inhibidor de RAadzspiriilum rubrum sobre la F1 de
mitocondria de corazin de res.

Se decidio cuantificar el efecto inhibitorio del exiracto de inhibidor sobre 1a £ de miocondria de
cora20n de res pera determinar 18 existencia de un posible cruce funcions) entre estes dos
moléculas, Los resultados se presentan en 1a figura 6.

Al igual que en el experimento enterior, el extracto de inhibidor inhibe ampliasmente 1a actividad
hidrolitica de 1a enzima. £n este experimento tembién se requirieron altas concentraciones del
extraclo de inhibidor, pero la inhibicion fue mucho mas significalive debido a que la F
mitocondrial tiene una mayor aclivided especifica que |a Fof | de Rdadspiriiium rubrum. Por
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Fig 9 Efecte del extracto de inhidbidor sobre ia FoF 1 de
Rhodespirillum rubrum

E1 extracto de inhibidor (710 pg ) se preincubd con cantidedes varishles de
FoF 1 de la bacteria con una activided especifica de 3.6 umoles Pi/mg prot/hr.
Les condiciones experimentales son presentadss en métados.
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Fig 6 Efscle del extracte de inhibidor de !a H*ATPasa de
Rhodespirillin rebrum sebre la F1 de mitecondria
de corazién de res.

Se preincubaron 600 {ig de extracla de inhibidor con diferentes cantidades
de F 1 de mitocondria de cora2in de res con une actividad especificade 8.7
pmolas Pi/mg prot/min. Las condiciones experimentales hen sido referidas
en métodos
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otro lado, es importante mencionar el hecho de que ain no se ha reportado unae proteina inhibidora
de procsrionte que cruce funcionalmente con una H*ATPasa de eucsrionte (36). Estos

experimentos nos indican la posibilidad de dicho cruce funcional.

3.3 Efecto en 1o inhibicidn al tratar a! extracto de inhibidor con tripsina,

Para corroborar que la inhibicicn del extracto de inhibidor se debe 8 una protaine, se somelid éste
a la accion de 1a tripsina. Una vez tripsinizado el extracto de inhibider durante 1 hr vy detenida s
reaceion de tripsinizacian con inhibidor de tripsina, se preincubd e incubd con Fy de mitocondria
de corazdn de res. Los resultados se presentan en lafigura 7.

En estos experimentes se demuestra que, como los casosde proteinas inhibidoras de mitocondria
(32) y cioroplesto (33), el extracto de inhibidor también es sensible a la accion de la tripsina
Tanto 1a contidad que se uso de tripsina como el tiempo de tripsinizacion fueron suficientes para
desaparecer totelmente la ectivided inhibitorie, independientemente de ls centided agregeda de
extracto de inhibidor tripsinizado,

Por otro lado, se demuestra que las mismes concentraciones de extraclo de inhibidor sin
{ripsinizar provocsn inhibicion de 1a actividad hidrolilica de 1a enzima.

Con bese en los resultados anteriores, se reslizaron olros experimentos, similares al anterior,
pera con FoF § de Rhadaspirillum rubrum v con la Fy de milocondria de corazin de res. Los
resullados se presentan en la figura 8.

Estos dltimos experimentos indican que 1a tripsine no previene la activided inhibitoria del
extracto de inhibidor sohre la Fef § de la bacteria. Sin embargo, la tripsinizacién si elimina el
efecto inhibitorio del extracto de inhibidor en 1a F | mitocondrial. Ya se ha repartado que en el caso
de la milocondria de corazon de res, la region de la proteina inhibidora que interactia con 1a
H*ATPasa se conserva ain después de someler dicha proteina a la accidn de variss enzimas

proteoliticas, entra ellas Je tripsina (77).
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Efecte del exiracle de inhibidor Lripsinizado sebras le

F1 de mitocondris de corazén de res.

diciones de tripsinizecidn, preincubacion e incubanidn fueron

descrites en métodos. Se utilizeron 2 ugde F t con une ectividad espe-
cifica de 8.7 umolas Pi/mg prot/min.
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Fig. 8 Efecto del inkibidor tripsinizado s diferentes tismpos
sobre 1a sctivided de 1a F1 de mitecendria y Is FeF 1 de

Rhodospirillem roebrem

Se somelio 1.19 mg de extracto de inhibidor a la accitn de la Tripsina 8
diferentes tiempos como lo indica ta gréfica. Una vez parada e reaccion
¢on Inhibidor de Tripsina se preincubd, por un lado con F 1 de mitocondria
de corazdn de res (3.1 pug) con una activided de 123 pmolas Pi/mg prot/
hr vy por otro con la Fof | de 1a bacteria (82 wig) con una actividad de

2.7 umolas Pi/mg prot/hr. Las condictones exper imentales fueron des-
crites en métodos.
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Una explicacion del por qué el extracto de inhibidor tripsinizedo mantiene su actividad inhibitoria
sobre 1a FoF | de Rnadzspirillum rubrum , es que, a pesar de 1a protedlisis, se mantiene activa
alguna region de la proteina inhibidora; region que, por otre parle, es incopaz de inhibir la

activided hidrolitica de 1a f { mitocondrial.

3.4 tfecto del pH en al medio de preincubacion sobre la actividad inhibitoria.
Uno de los factores que intervienen en la interaccion del inhibidor con la H*ATPesa, es el pH del
medio de preincubacion. Se ha mestrado que en algunos sisltemss mitocondriales el pH dptimo de
interaccion de 1s proteina inhibidora con 18 H*ATPasa es ligeramente acido (32,37,44). Et pH
dptimo de interaccion es de 8.0 en Fscherschiacoli (42) v en cloroplastes (33). También he sido
demosirado que el pH juege un papel importente para lograr una inhibicion significative de la
aclividad hidrolitica de 1a H*ATPasa. Por todo lo anterior, en este trabaje se considerd interesante
determinar e} pH dptime de interacciin de! extracto de inhibidor v la F | mitacondeinl{ figura 9),
tos resultados indican que la mayor inhibicion corresponde a un medio de preincubacion con pH
8.0; este valor coincide con el pH que permite el maximo de actividad de 1a F 1 de mitocondria .
Natese que el pH dptimo delerminado fue sobre 1a Fy de milacondria y no sobre la Fof | de

Rhadaspirillum rubrom.,

3.5 Efecto de la variecion del catin y del ATP en el medio e proincobaciin
durante ol proceso inhibitorio.

Otro de los requisitos para lograr |a interaccion del inhibiidor con 1a H*ATPasa e 18 pretncubacion
con nucledlidos  cationes { 32,44). Algunas proteinas inhibidoras, no nacesitan e nucleotidos ni de
caliones, pero si de una preincubacion con la enzima, como para el caso de £overiiis coli{ 42).
Otros sistemas, como Sxvhsramyres cerevisise (18) vy clornplestes (33), no requieren de

preincubacion.
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Fig 9 Efecto dal cambio de pH en el medio de preincubacion
sobre la sclividad inhibilorie det extracto de inhibidor.

Para el medio de preincubacion se utilize Tris-maleico 300 mM al
pH indicado en la grafica. Se utilizaron 2.5 ugdeF 1 de mitocondria
te corazon con una actividad especifics de 24 pmolas Pi/mg prot/min
y 800 g de exlracto de inhibidor. Las condiciones exper immentales

se describieron en métodos.
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Para determinsr si es o no necesario preincubar con nucledtidos y cationes el extracto de inhibidor
con 1a en2ima se realizaron dos experimentos: en el primero (figura 10), se probd el efecto de 1a
ausencia de ATP o Mg* * sobre laactividad inhibitoria del extracto de inhibidor en 1a F de mito-
condria de corazon de res; este experimento mostrd la necesided del nucledtido v del cation para
lograr un efecto inhibitorio significativo, ya que si se suprime del medio de preincubacién al
cation, 81 ATP 0 a ambes, 1a inhibicion disminuye considerablemente.
E1 experimento enterior se repitio con 1a Fof | de Aadxpirilium rubrum , pero con Ca** debido
a que la FoF | de 1a bacteria es dependiente de éste. Los resultedes, que se presentan en la figura
11,muestran que en este ¢as0 no existe 1a necesidad ni de ATP ni deCa* * para lograr la inhibicién
de 1a actividad hidrolitica de 1a FoF | de Rbadsprrillum rubrum. .
Aun quederio per determinar si el propio hecho de preincuber es necesario para logrer la
interaccion con 1a Fof § homdloge.

3.6 Electrofordsis en placa gal de acrilamida-SDS.

Para determinar el grado de pureza del extracto de inhibidor se le corric en un gel de ecrilemide-
$0S. Como punto de comparacion también se corrié en el mismo gel a la proteina inhibidore de 18
H*ATPasa de mitocondria de corazin de res, a la Fof | de Rdatwspiriflum rutrum v a ls Fiq
mitocondrial (figura 12).

£1 gel mostrd que el extracto de inhibidor se encuentra muy conleminado por varias proteinas; sin
embargo, se encontrd una bands, la de mayor concentracion, que tiene un Rf muy similer al el
inhibidor de 18 H* ATPesa de milocondria de corazon de res, lo que nos hace pensar que dicha banda
es la proteina inhibidore de 1a H*ATPesa de Rhadbspirs/um rubrum. La sugerencis enterior se ve
reforzads por el hecho de que las proteinas inhibidoras tienen pesos moleculsres que van desde
6,000 en Condiob virlis (44) 8 13,000 en cloroplesto (33). Por olro ledo, 1a posibilided de que
1a proteina inhibidora se encuentre agregede, enmascarendo el verdedero peso moleculer, queda

descar tada ya que el SDS evita diche agregecion.
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Fig 10 Efacle on la variaciin del Mg y ATP en s preincubacian
sobre la aclividad inhibileris del extrecto crudo en la F1
de mitecendris de corazin de res.

E1 medio de preincubacion en este experimenta varia en cuanto 8 la presencia
o0 ausencia del catibn y del nuclebtido como se muestra en la gréfice. Todas 1as
demés condiciones fueron como las indicadas en métodos. Se usaron 1.6 pg de
F 1 con una actividad especificade 10 pmoles Pi/mg prot/min y 450 pugde

inhibidor.
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R de inhibititn

Fig 11 Efecto de la variacién del Ca y ATP en ls preincubacion
sobre 1s actividad inhibitoria del extracto crudo en la FoF Ide

Rhedespirillem rebrvm

Les condiciones experimentales fueron las mismas del exper imento anterior
con la diferencia de que el cation utilizado fue el Ca debido 8 que 1a Fof | de la
bacteria es dependiente de éste. Se utilizaron 35 pg de FoF | con una activided
especificade 5 pmoles Pi/mg prot/hr y 500 ug de extracto de inhibidor.



11

e e d

T e 466 KD
@ T
87 7 —34.7 KD

.
—

[ __ ]

-

.

.

_ - — ——y 18-.4 KD

”nﬁ 14.3 KD

Fig 12 Electroforésis en placa gel de acrilanida

En el carril 1 se corrif proteina inhibidora de ATPasa
de mitocondria de corazén de res (10 pg),en el 2 F; de
mitocondria de corazbfn de res (IOp g),en el 3 FoF de

1
Rhodospirillum rubrum (10 pg)y en el 4 extracto de inhi-

bidor (10 M g).En el carril 5 se corrieron marcadores de
pesos moleculares:albGmina de bovino,ovoalbfimina,pepsina,
P-lactoglobulina y lisozima.Las condiciones experimenta-
les son las descritas en métodos.
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3.7 Efecto del inhibider natural de Is H*ATPasa de mitocondria de corazén de res
sebre I8 actividad hidrotitica de la FoF | de RAadaspirillum rubrum.
Una vez conocida Ta inleraccion de nuestro extracto de inhibidor con 1a Fy de mitocondrie de
corazon de res, se realizaron experimentos para determinar si su proteine inhibidora tiena slgin
efectosobre 1a FoF | de Rhadspirilium rubrom .

ug. de FoF y ug. de |nhibidor de mitocondria 2 de Inhibicién

347 14 100.0

Table 3. Efectode la proteins inhibidora de mitocondria sobre 1a Fof | de Rhadrspirillum rubrum
cuya activided especifice fue de 4.1 umoles Pi/mg prot/hr. Les condiciones experimentales son
descritas en métodns,

Como puede apreciarse, el efecto inhibitorfo de Ia proteina inhibidora es total, ademés de que la
concentracion usede de ésta es muy pequefis en comparacion con las canlidedes requeridas de
exiracto de inhibidor. Lo enlerior se debe al allo grado de pureza de la proteina inhibidore
mitocondrial, mientras que el extracto de inhibidor se encuentra contsminado por muchas olras
proteinas (figura 12),

3.8 Eliminacién de! TCA come posible artefacto en la activided inhibitorie.

En algunos métodos de purificacion de proteinas inhibidores (44,35) se use al TCA pora
precipitar; 8 pesar de que el pH de) precipitado es neutralizado, podrie pensarse que el efecto
inhibitorio see provocado por ef TCA, Para descarter dicha posibilided se realizaron experimentos
en los que se dieli2o el extracto de inhibidor, se le pasd por una columna de Sephadex 6-50 y se
determind e) efecto de! TCA neutralizado sobre la actividad hidrolitica de la F ¢ de mitocondria de

corazon de res:
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3.8.1 Dialisis del extracto de inhibidor

Para eliminar el posible TCA del extracto de inhibidor se dializg en una membrana de 6,000~
8,000 PM contra Tris-HCI 10 mMy contra KCY 1 M, L levada a cabo 1a dialisis se probo su efecto
inhibitorio sobre la F1 de mitocondria de corazon de res; 1os resultados se expresan en la figura
13,

Los exper imentos indican que el extracto de inhibidor dializado contra Tris-HCI 10 mM pierde su
actividad inhibitor{a, peroque no 1a pierde a! ser dializado contra KC! | M. Se sab= que 1a protefna
inhibidora de la H*ATPass de mitocondria de corazin de res forma agregados al encontrarse en
medios con bajas conoentraciones de sales, perdiendo su capacided inhibitoris; diche agregacion se
elimina &) sumenter ) ommr;traclm de les sales (79). Este fendmeno explica claramente por qué
el extraclo de inhibidor pierde su actividad inhibitorie 8l ser diatizado contra Tris-HCI 10 mM, ya
que este amortiguador contiene una concentracion baja de sales. También se concluye de estos
experimentos que el TCA na interviene en el proceso inhibitorio,

£1 extracto de inhibidor dializado contra KCl 1 M se preincubd con centidades deacendientes de FoF |
de Rhodbspirilium rubrum para determinar su activided sobre 1a H*ATPasa homdloge. Como se
aprecis en los resullados { figura 14), 1a activided inhibitoria de) extracto de inhibidor digtizado

no se ve afecte,

3.8.2 Paso del extrecto de inhibidor por una columna de Sephadex §-50

Otra menera con 1a que se elimind el posible TCA contenido en 6! extracto de irhibidor fue paser al
extracto por una columna de Sephadex 6-50 fino. Las fracciones se recolectaron a partir de 3 m)
antes de salir la muestrs. Se abluvieran 2 fracciones, 1a primerade ellas con 3.5 mg prot/mly 18
segunda con 1.7 mg prot/ml. Estas fracciones se usaron pars determiner su efecto inhibitorio
sobre la activided hidroliticade 1 F { de mitocondria de corazin de res; los resultados se muestran
en la figura 1S.
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Fig 13 Efecto inhibiterie, de diferentes extraclos, sebre la FY
de mitocondria de corazén de res.

Les condicionas experimentales son las presentades en métodos. En la
columna ! se uso exiracto de inhibidor sin dializar, en la 2 se dielizo en
Tris 10 mM pH. 2.5y en lacolumne 3 se dializ6 en KCI 111. La didlisis
se llevd a cabo durente 12 hrs en un litro, Se utilizeron 300 pg de ex-

traclode inhibidor y 2 ugde F | de mitocondr fe de corazon de res con
una ectividad especifica de 8.3 ymotlas Pi/mg prot/min.
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Fig 14 Efeclo de] extracto de inhibidor, dislizado contra
KCl 1 N, sebre conlidades descendentes de FoF 1 de

Rhadospirillam rebrem

Les condiciones experimentales son las descritas en métodos. Se
utilizeron canlidedes variables de FoF 1 con una actividad espe-
cificade 4.1 umolas Pi/mg prot/hr y 710 pg de extracto de inhi-
bidor.

15
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Fig 15 Efecto de las fraccienss cblenidss, de exiracto
de inhibidar, de s celumna de Sephadex 6-50 sobre
1e sclividad hidrolitica de ia F| de milocondria de
corazén de res.

Lacolumna de Sephadex 8-50 (1.5 x 20 cm) fue equilibrada con Tris HC!

10 mM pH 7.0, La columna | muestra la inhibiciin provocada por el extracto
crudo (900 ug), tacolumna 2 corresponde a la primera fraccion obtenida
(280 ug) y la columna 3 a 1a segunda freccién { 140 ug). Les barras clares
son extrapolaciones al porcentaje de inhibicion respecto a la cantidad de
proteina de 1a primera columna. Se usaron 2 ugde F | con una ectivided espe-
cifica de | tpmolas Pi/mg prel/min. Las condicicnes experimentaies de la
praincubecidn e incubacion son referidas en métodos.
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Al pasar 8l extracto de inhibidor por la columna de Sephadex G-50 se pierde parte del efecto
inhibitorio; sin embargo, las fracciones obtenidas de 1a columna tienen muy poca proteina respecto
al extracto original. Si se eliminera el efecto de dilucion de proteina, entonces la actividad
inhibitoria iniciel se recuperaris, sobre todo en 1a segunde fraccion (la cual, probablemente,
contiene mas proteina inhibidora).

Otre explicacion de la pérdida de 1a activided inhibiloria es 1a propuesta por Klein y col (79),
quienes encontraron que 18 proteina inhibidora de 1a H*ATPasa de mitocondria de corazdn de res
forma ayegados al paseria por una columne de Sephadex G- 100, perdiendo esi su activided

inhibitaris.

3.8.3 Efecto del TCA neutrslizado sobre la activided hidrolitice de 1a F1 de
mitocondria de corazin de res.

Para llever & taho este ensayo, se utilizeron concentraciones mayores de TCA a la calculade en el
extracts de inhibidor, asumiéndose que el bolin obtenido después de 18 precipitacion fuers
{otalmente TCA {ver 1a seccitn 2.2). Esas concentraciones de TCA neutralizedo fueron afiadidas al
medio de preincubaciin, seguido de 1a incubacion para iniciar 18 resccion de hidrdlisis de la Fy de
mitocondr ia de corazon de res (figura 16),

Como se apreciaen los resultados, el TCA neutralizado no inhibe 1a actividad hidrelitica de 1a F | de
mitocondria; incluso se observe dna activecion que no podemos explicar. Sin embargo, lo
importente para el proposito de ests investigacion fue demostrar que el TCA no tiene efecto

inhibitorio.
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Fig 16 Efecte del TCA sebre Ia actividad hidrelilica de
Ia F1 de mitocondria de corazén de res.

LaF 1 fue preincubada en un medio que contenia Tris-mes 150 mM
pH6.8,ATP 2 mM pH 7.4, MgCl 0.4 mM y concentraciones variebles
de TCA indicadas en la gréfica. E1 resto de las condiciones son 1as refe-
rides en métodos. Se usaron 2 jig de F 1 con una actividad especifica

de 3.3 ymolas Pi/mg prot/min.
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Con base en los resultados enleriores, es vélido proponer que en el extracto crudo de inhibidsr se
encuentra la proteina inhibidors de le H*ATPass de  Rladbspiri//um rubrum ; sin embergo, los
resullados no serén totalmente definitivos hasta obtener 1a proteina inhibidora pura para lograr
una caracterizacion més fina de éste.

ta continuacion del presente trabajo deberd avocarse a la purificacion de dicha proleine a partir
del extracto crudo de inhibidor mediente lécnicas bioquimicas convencionales, o mediente una
columne de afinided, dado que, al parecer, los anticuerpos contra la proteina inhibidore de la
H*ATPasa de mitocondria do coraon de res reconocen al extrecto de inhibidor de Rhadbspirilium
rubrum {detos no presentadas en esle trabsjo).

Otra posibilidad més en cuanto a 1e purificacion de la proteina inhibidora es la de sequir el método
de Kleiny ool ( 79), quienes, con base en 1a propiedad de 18 proteina inhibidora de la H*ATPasa de
mitocondria de former agregados, la han purificado 8 partir de particules submitocondriales
mediante una columna de Sephadex G- 100y precipitacion con TCA.

Si hien uno de los problemas principales det {rabajo fue que 1a FoF | de Rladbspirillum rubrum
tiene una actividad especifica muy baje, esto mismo fue lo que motivd el interés de la presente
investigacion: mosirar la existencia de s proteina inhibidora de la FoF § de RAacspirilium
ribrum. '

£n este trabejo se determind que el pH dptimo de interaccion entre el extracio de inhibidor y 18
F ymitocondrial es de 8.0. Sieste pH dplimo esel mismo para la interaccion con 1a Fof | homologe
podria penserse en uns purificecion de 1a Fof | de Rbadspir/lium rubrum '8 pH &ido pars
feciliter 1a liberacion del inhibidor, dado que éste interaccions mejor a pH basico, y asi resolver el
problema de obtener una enzima mas activa.

En general, el extracto de inhibidor presenta caracleristicas comunes 8 oftras protines

inhibidoras; sin embargo, presenta otras m muy comunes como el hecho de que su activided



50
inhibitoria no es afectada por 1a tripsina cusndo actia sobre la FoF | homGloga, mientres que si la
afecta ol actusr sobre 1a F | milocondrial. Otra caracteristica, considerade por primera vez, es el
hecho, muy probsble, de que una proteina inhibidora de procarionte inhiba 1a ectivided hidrolitica
de una F 1 de eucarinnte.

Finalmente, cabe decir que este trabajo es silo parte de una gama de posibilidades de conocer mas a

fondo los mecanismas de regulacion de laH*ATPesade Ahadbsp/ritium rubrum.
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1 Mediante un mélodo de purificacion basado en un ratemiento con calor y precipitacion con TCA
se obtuvo un extracto crudo de inhibidor.

2 £ uso del TCA durante la obtencion del extracto crudo de inhibidor no interfiere en el efecto
inhibitorio.

3 E! extracto de inhibidor disminuye considersblemente la actividad hidrolitica de su ATPesa
homdloga.

4 £l extracto de inhibidor de 1a H*ATPasa de RAadspir/lium rubrum inhibe 1aF ¢ de mitocondria
de corezin de res.

S Le proteina inhibidora de mitocondria de corazin de res inhibe la acivided hidrolitica de le
ATPesade Rhaspirillum rubrum

6 La interaccion proteina inhibidora- F 1 de mitocondrie de corazin de res es dependiente de una
preincubacion con ATP y Mg* *, mientras que no es requisilo para interaccioner con su ATPssa
hombloga.

7 La {ripsina disminuye el efecto del extracto de inhibidor sobre 1a F 1 de mitocondria de corazon de
res, pera no lo disminuye cuando actia sobre la ATPasa de Rdadspirillum rubram.

8 £1 extracto de inhibidor contiene varies proteinss pero se observa, en el gel, una bands muy
concentrads la cual podris corresponder 8 1a proteine inhibidora puesto que tiene un Rf muy
similer al de 16 proteina inhibidora de mitocondria de corazin de res.

9 Aparentemenle este extracto de inhibidor tiene ceracteristices un poco diferentes a las

convencionales,
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