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I. INTRODUCCION 

l. GENERALIDADES 

Una capacidad inherente a todos los seres vivos es el 

obtener energía a partir de fuentes externas. Con esta idea 

central podemos decir que la Bioenergética trata de entender 

cómo la energía de estas fuentes externas se convierte en 

formas utilizables y cómo los seres vivos pueden realizar 

diversos tipos de trabajos haciendo uso de esta energía. 

Siendo estas sus preguntas,, muchas de las respuestas se han 

tenido que buscar en las llaoadas membranas transductoras de 

energía que son,, precisaoente,. coopetentes en la 

interconversión de la energía quícica contenida en los 

sustratos respiratorios, en el adenosíntrifosfato (AT?) o en 

la luz, y en la energía eléctrica u osmótica contenida en los 

gradientes tra~s=embranales (Earold, 1986; Skulachev, 1988; 

vgzquez-Laslop V Dreyfus, 1989). Para entender cómo la 

energía proporcionada por sustratos oxidables (respiración) o 

por la luz (fotosíntesis) se puede utili~ar para forz¡ar la 

molécula de ATP y quedar ahí al~acenada, ~it.chell, en 1961, 

formuló su conocida TE:.oría Quioiosr:::iót.ica. E:-i fst.a se propone 

que una bo~ba pri=aria, constituida por las enzimas de la 

cadena de transporte de elecrrones, respiratoria o 

fotosíntética, acopla el paso de electrones o de fotones a 

una translocación de protones Ctt+) a través de las membranas 

transductoras de energía; el resultado es la generación de un 

gradiente electroquímico de W ~ utt+) .. Una segunda bomba 



transloca a estos ~ en sentido inverso de la bomba primaria, 

y aprovechando la energía del paso de los ir+-, se sintetiza 

enzimáticamente el. ATP (Kaga\.:a, 1984; Harold, 1986; 

Skulachev, 1988). La enzima que lleva a cabo esta importante 

reacción es 1a ATP sintetasa. Originalmente, la teoría 

quimiosmótica se plante para explicar el acoplamiento de 

energía que debe ocurrir entre la cadena de transporte de 

electrones y 1a ATP sintasa. Hoy se sabe que e1 ~~ es el 

intermediario energético de procesos celulares muy variados, 

tales como la formación de gradientes de diversos iones (Na+, 

~. ca2+). la síntesis de pirofosfato, la generación de 

calor, etc. (Skulachev, 1984 y 1988, para revisiones). 

La importancia de la existencia del Ll-h..+ explica el 

porqué de la amplia distribución de l.as membranas 

transductoras de energía: la membrana interna de 

mítocondria, la membrana plasmática de las bacterias, 

l.a 

l.a 

membrana de los cromatóforos bacterianos, l.a membrana 

tilacoidal de los cloroplastos. Más recientemente, se pueden 

agregar a esta lista la petbrGna de las arqueobacterias 

(Lübben et al., 1987; Dhan::avaran y Konisky, 1989), muchas de 

1as membranas no ~itocondriales de los eucariontes, como 

lisoso~as, aparato dE Golg~, vesículas de clatrina, etc. (ver 

como ej., Arai et al., 1967; Moriya=a y Kelson, 1988; Südhof 

et al.• 1989) y vacuolas de plantas y hongos (p. ej., 

Y..anolson et al., 1985; Bo~-man et al., 1989). De hecho, de la 

clasificación de membranas relacionadas con las conversiones 

de energía sólo se pueden excluir con seguridad a las 

envolturas externas de las mitocondrias, los clorop1astos y 
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las bacterias y a la membrana de los peroxisomas (Sku1achev. 

1988). En e1 aparato de Golgi se tienen e"·idencías de la 

existencia de una ATPasa (Zhang y Schneider. 1983; Barr et 

al., 1984) y. por tanto. las membranas relacionadas con el 

mismo (núcleo y retículo endoplásmico) podrían también 

contener a esta enzima. La universalidad de las membranas 

transductoras de energía asegura el interés y la importancia 

del estudio de las proteínas que en ellas se encuentran. una 

de las cuales es la rf+-ATP sintetasa. 

·La lJ+-ATP sintetasa también se conoce como complejo 

FoF1 º• menos correctamente, como H+-ATPasa. Es una de las 

llamadas F-ATPasas, según una reciente clasificación, para 

distinguiTla de las enzi~as de la me~~rana plasmática o de la 

vacuolar (P-AT?asas y Y-ATPasas, respecti..vamente) (Nelson y 

Taiz,. 1989). Las P-ATPasas o enzi~as del tipo E1-E2 son 

aquéllas que como parte de su ~iclo catalítico, incluyen a un 

intermediario fosforilado de la cnzi~a. La más conocida de 

ellas es 

animales, 

la Na+/k-+-ATPasa de membra~as plasmáticas 

o la ca2+_ATPasa del retículo sarco?lásmico. 

de 

Son 

enzimas relativawente sencillas en su estructura, ya que 

poseen una sola sub~nidad de unes 100 k.Da ~ siendo 

probablemente un dímero la unidad funcional. Las V-ATPasas o 

de tipo vacuolar son propias de las me~~=anas internas (no 

mitocondTiales) de los eucariontes. Son enzimas de unos 500 

kDa. con dos porciones principales: una integral a 1a 

membrana y otra periférica que contiene el (o los) sitio (s) 

activo(s). Ambas generan gradientes de pH y eléctricos a 
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través de las membranas. utilizando la hidrólisis del ATP 

como la generadora de energía. Fina1mente. las F-ATPasas o de 

tipo FoF1 son las que se encuentran en 1as membranas 

pl.asmáticas de eubacterias, en 1a membrana interna 

mitocondrial y en la membrana tilacoidal de los cloroplastos. 

Como las anteriores. tienen la capacidad de hidrolizar ATP y 

generar gradientes transmembranales. Sin embargo, 

principal está en funcionar en el sentido 

su papel 

inverso: 

sintetizar ATP utilizando el gradiente transmembranal de 

protones (~ür+) creado por las reacciones de Oxido-reducción 

de la cadenas de transporte de electrones respiratorias o 

fotosintéticas. Vista globalmente, su estructura es muy 

similar a la de las V-ATPasas: un canal por donde pasan los 

protones y un sector soluble donde se encuentran los sitios 

catalíticos. De he cho. en los Últimos años se han ido 

establec~endo interesantes relaciones evolutivas entre las V

ATPasas y las F-ATPasas (Nelson y Taiz, 1989; Gogarten et 

a1., 1989). 

2. ESTRUCTURA DE LA W-ATP SU~TASA 

El complejo FoF1, como se ha mencionado, está formado 

por dos estructuras ?rincipales, u-:i.a de 

hidrofílica o Fi, cuyas subunidades son o. , E., -i-

naturaleza 

é. y E (con 

posibles estequiometrías de 3:3:1:1:1), la otra de naturaleza 

hidrofóbica o Fo compuesta principalmente de las subunidades 

a, b y c (probablemente la: 2 b: 10 e) (para revisiones ver 

Senior, 1988; Vázquez-Laslop y Dreyfus. 1989; Futai et al., 

4 



:FIG. 1 

A B 

C•1c;o1c:~-ie _ ........... -_.._. ~ 

·.: '·' ' 

1 ··:, 

Re?rese~tación de 1a Esrructura de la ATP sint~~asa 

de ~- A.-Esquer:.a Ce: t:cdo el co=?le:jo FoF1 y su 
ubicaci6ü er. la pe~brana plas=gtica. E-ñrreglo de 
las subuni¿ades a, b y e del ~ector Fo; parte 
super~or, viEta la~erel; par~e inferior, vista desde 
arr1ba. Los ~rupos carbcxilcs in~jcados corresponde~ 
al res:iC:uo Ce r.s;-.-6i, Oc-:-.¿t: SE: u:-.e el DCCD.. (Tou.ado 
de Sch~eider y Alte~dorf, 1987). 
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1989) (Fig. I). Ambas estructuras se pueden separar una de 

otra por sonicación. en el caso de las ~itocondrias. o por 

disminución de la fuerza iónica del medio, en el caso de 

Escherichia coli. lo cual ha facilitado relativamente el 

estudio de este complejo. Una vez que se disocia del sector 

membranal. la porción Fl se torna ineficiente para sintetizar 

ATP y muy activa para hidrolizarlo. teniendo un número de 

recambio de 600 s-1 (Kagawa. 1984). Por su parte, Fo con la 

F1 dislocada se convierte en un canal pasivo de protones. 

Así,,, las muchas subunidades, unas 18. que componen a la IP--

ATP sintasa mitocondrial se pueden dividir en aquéllas 

involucradas con la translocación de protones (Fo), las que 

ayudan en el acoplar::.i.ento en't.re Fl y Fo (cuello) y las 

re1acionadas m&s directa~ente con la srntesis y la hidrólisis 

del ATP (F1) (Ysern el: al., 1988). 

El operón que codifica para todo el corr.plejo FoF1 se 

denomina operón ~' estando el de ~ coli clonado y 

totalmente secuenciado; de orros organismos se conoce la 

secuencia de varios de los genes relacionados (Ful:ai y 

Kanaza~a, 1983; Futai et al .• 1987; Futai et al .• 1989). Los 

genes est~uctcrales que codifican para las subunidades de 

FoF1 son, en orden secuencial. uncE (a), u~cE (c). ~F (b), 

C:) • ~A( 0, ~G (·~-) • ~D( Z> y ~C ( s). Dentro del 

mismo operón se encuentra ~I. pero de éste se desconoce su 

función (Futai et al., 1989). Dado que existe un solo tipo de 

gene para cada subunidad y de varias de ellas existe más de 

una copia por mol de enzima. la estequio~et:ría parece estar 

regu1ada a nivel de traducción (Futai y Kanaza~a, 1983). 
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es 

en 

En el caso de 1os eucariontes, un punto de importancia 

que algunas de las subunidades de FoF¡ 

los genomas de 1os organelos. Por 

están codificadas 

ejemplo, el. DNA 

mitocondria1 de la levadura contiene los genes para las 

subunidades 9 (que corresponde a la subunidad c de ~ ~ o 

de mamífero) (gene ~l). 8 (~l) y 6 (corresponde a l.a 

subunidad a) (o1i2). El DNA mitocondrial de mamífero tiene 

los genes para la subunidad 6 y para la A6L (subunidad 8 de 

1a levadura) (Futai et al., 1989). Así, la funcionalidad de 

los genomas de organelos en la cod-ificación de la W"-ATP 

sintasa se ha utilizado para el planteamieto de hipótesis 

acerca del origen de los eucariontes. 

En relación con el origen bigenómico de algunas 

subunidades, está la pregunta de la i~portación de las 

proteínas codificadas por el genou.a nuclear hacia el interior 

de los organelos. Algunas de ellas se traducen como 

precursores con pre secuencias a~ino-ter¡:.inales y así se 

dirigen hacia el organelo (Schatz y Buto~, 1983). En general, 

el proceso de la ÍL:lportació::-1 rt:c;uiere (E.3:-tl et al., 1989. 

como revisión): i) nucleósidos tri~osfato que mantienen una 

confo~.ación estable del ?recursor (Pelhaw, 1986); ii) l.a 

11amada proteína general de inserción (G!P), que se encuentra 

en 1a membrana e:-::ter:-¡a mitoccndrial; iii) la existencia de L •-:: 

para 1a interacción inicial del precursor con la membrana 

interna. Algunas subunidades, como la e de bovino y de 

humano, tienen dos distintos precursores, productos de dos 

genes y con expresiones a diferentes niveles en varios 
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tejidos (Dyer et ai •• 1989). De 1a subunidad a también se han 

caracterizado diferentes isof ormas en corazón y en hígado de 

bovino y humano (Wa1ker et a1., 1989). La regu1ación de la 

síntesis de FoF1 en diferentes sistemas seguramente será tema 

de Xuturos trabajos. 

a) Subunidades de Fo. 

Como Fo es una proteína integra1 de la membrana, es 

necesario usar agentes caotrópicos o detergentes para 

so1ubi1izar1a y purificarla. Por esta razón, para evitar 

artificios, es necesario que una vez purificado Fo se pueda 

reconstituir en una vesícula de íosfol~pidos sellada, que 

pueda translocar ~ de una lado a otro de la membrana y que, 

además, esta translocación se pueda acoplar a la actividad 

enzimática de la F1 (Schneider y Altendorf, 1987). 

En ~· coli, Fo está formado por 3 tipos de subunidades 

llamadas a, b y c. En la mitocondria, el número de 

subunida¿es es cayor (ver mas adelante), pero de las que 

cás se conoce desde el punto de vista bioquímico y de la 

biología molecular es de a, b y c. Los pesos moleculares de 

estas 3 subunidades se encuentran en la Tabla I. La 

estequiometría que se ha determinado es de 1 subunidad a, 2 

subunidades b y 10±1 subunidades c, utilizando células de ~ 

coli crecidas en presencia de (14c]glucosa o [35s]sulfato y 

contando la radioactividad incorporada en cada subunidad 
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después de separarlas en geles de po1iacrilamida-SDS (Foster 

y Fi11ingame, 1982). 

Tabla I. Pesos Mo1ecu1ares de 1as Principales Subunidades de Fo 

Peso molecular de 1.a subunidad 

E. co1il 
MitOCOñ"dria (corazón de res)2 
C1orop1.astol 

a 

30 276 
24 816 
18 000 

* Todavía no identificada (ver texto) 
1 Schneider y A1tendorf, 1987 
2 Senior, 1988 

b 

17 265 

* 
16 ººº 

e 

8 288 
7 402 
8 000 

La subunidad a, a veces también llamada subunidad 6, 

no guarda mucha homología entre las especies de donde se ha 

obtenido, aunque sus patrones de hidroparía son similares 

(Futai et al., 1989). Los residuos más conservados están en 

la región carboxi.lo terminal, que es polar y que parecen ser 

e1 punto de contacto con las subunidades de F1 (Eva et al., 

1988). Se conoce su secuencia de acino~c!dos v de ella se 

deduce que puede tener 7 sectores hidrof Óbicos 

transrnembranales en forma de ~-hélices (Hoppe et al., 1983). 

No se sabe con certeza si la subuniCad a está o no 

involucrada en el paso de los tt-+, pero, por ejemplo, si se 

cambian aminoácidos específicos de esta subunidad en la Fo de 

se observa una translocación de H+ disminuida 

aunque e1 acoplamiento entre Fo y F1 es norcal (Futai et al., 

1989). 

De la subunidad b descrita para Fo de ~ coli no se 

sabe si existe una proteína análoga en la micocondria. Por su 
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estructura primaria se sabe que tiene 2 regiones distintas: 

1a cercana al amino termina1 es hidrofóbica y el extremo 

carboxilo terminal es hidrofílico. Se ha propuesto que e1 

dominio hidrofóbico es esencial en la conducción de 1t+ y que 

la región carboxilo terminal lo es para la unión con 1a F1. 

Este modelo se basa principalmente en datos obtenidos con 

enzimas proteolíticas (Hoppe et al., 1983), con marcadores 

hidrofóbicos fotorreactivos (Schneider y Altendorf, 1985) y 

con mutaciones de aminoácidos específicos (Takeyama et al., 

1988; Futai et al., 1989). Aris y Simoni (1983), utilizando 

reactivos entrecruzadores, sugirieron la posibilidad de que 

exista una interacción física entre la subunidad b y la 

subunidad E de la F1• Con este tipo de estudios se han 

11eg~do a proponer modelos del complejo FoF1 como el que se 

muestra en la Fig. 1A. 

La subunidad c es la más hidrof óbica de todas las que 

componen a Fo, teniendo la estructura llamada de horquilla: 

dos segmentos que atraviesan la membrana conectados por un 

asa hidrofílica (Schneider y Altendorf, 1987; Futai et al., 

1989). La evidencia inmunológica y gen€tica apunta a que esta 

asa hace contacto con la F1 (Schneider v Altendorf, 1987). 

Una de las características ~ás conocida de esta subunidad es 

que· en su residuo de Asp-61 une e1 reactivo 

diciclohexilcarbodiimida (DCCD), unión que inhibe casi en su 

totalidad el paso de los h..+ (Sebald y Hoppe, 1981). Es 

interesante notar que esta subunidad es de carácter 

oligomérico y que la unión de solamente 1 molécula de DCCD en 
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una de las subunidades e es suficiente para impedir la 

conducción de tt+. Consistente con este dato está e1 hecho de 

que 1a mutación de 1a subunidad c en 1a posición 61 (Asp 

Gli o Asn) en Fo de .É.:._ coli tiene el mismo efecto que el 

DCCD. Además es el residuo 61 el único de carácter polar 

altamente conservado en las porciones transmembranales de la 

subunidad c. De aquí se concluye la importancia esencial del 

residuo 61 y la manera cooperativa con la que funciona el 

oligómero formado por las subunidades e (Senior~ 1988) 

IB). 

(Fig. 

Además de ª~ b y e existen en el sector Fo 
mitocondrial subunidades adicionales. Una de ellas es un 

proteolípido codificado por un gene en Saccharomvces 

cerevisiae denominado aapl; se ha encontrado una región 

homóloga en las mitocondrias de mamíferos (A6L) (Schneider y 

Altendorf, 1987) cuya funci5n aGn se desconoce. El factor B 

(FB), con un peso molecular de 11-15 000, se piensa que está 

involucrado la transferencia de energía entre Fo y F1 

(Schneider y Altendorf, 1987). Tambi~n se han reportado otras 

proteínas como posibles componentes integrales del canal Fo; 

sin embargo, muchas de ellas no sé encuen~ran en todas las 

preparaciones de Fo o eY.isten muchas discrepancias en cuanto 

a sus propiedades (Schneider y Altendorf, 1987). 
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b) Subunidades de1 cuello 

Quizás 1a diferencia que más resa1ta entre 1os 

comp1ejos FoF1 bacteTiano y mitocondria1 es la existencia en 

este ú1timo de subunidades especia1es que ayudan a1 

acop1amiento entre e1 sector hidrofí1ico y e1 membrana1 .. Así> 

e1 cue11o de1 comp1ejo mitocondria1 está formado 

pTincipa1mente por 1a subunidad denominada OSCP (proteína que 

confiere sensibilidad a la o1igomicina) y por 1a subunidad 

F6-

OSCP tiene un peso molecular de 20 967 da1tones. Se 

conoce toda su secuencia de aminoácidos y ésta tiene una alta 

similitud con 1a subunidad ¿ de 1a F1 y con la subunidad b de 

~ coli> por lo que se piensa que pueden tener una función 

parecida· (Grinkevich eL al. > 1984).. Experimentos que apoyan 

la idea de que OSCP sirve para unir Fo con F1 son aquéllos 

donde se tripsinizan pequeños segmentos de las subunidades n 

y éde F1 y con ello se pierden los puntos de contacto entre 

OSCP y F¡ (Dupuis y Vignais, 1987). Es interesante que las 

mutaciones en levaduras que confieren resistencia a la 

oligomicina se encuentran en las subunidades a y c de Fo 

(Senior, 1988). 

La subunidad 6 de levaduras es codificada por el gene 

oli2 y también se ha encontrado en los genes mitocondriales 

de mamíferos (Schneider y Altendorf> 1987). No se sabe qué 

tan necesario es es'C.e factor para 1a unión. de 1a Fi a la 

membrana> pero se ha reconocido que se requiere para 

Testaurar algunas de las ac'C.ividades enzimá~icas de1 complejo 
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FoF1. En un reciente trabajo, Joshi y Pringle (1989) apoyan 

la propuesta de que tanto F6 como OSCP se encuentran en la 

región del cuello e indicaron que ninguna de las dos 

subunidades se requiere para la translocación pasiva de los 

~ a través de Fo, aunque sí para las reacciones en los 

sitios catalíticos. 

c) A1gUnos modelos para la conducción de H± a través del 

canal Fo 

Las evidencias experimentales parecen indicar que para 

la trans1ocación de ir+ a través de Fo se requiere de la 

presencia de los tres tipos de subunidades, a, b y c 

(Schneider y Al.tendorf, 1987; Senior, 1988; Futai et al., 

1989). Se debe tomar en consideración que Fo es un canal 

altamente selectivo para los h-+, asr que se ha especulado 

sobre la ezistencia de una red de puentes de hidrógeno 

transwembranal que conduce a los a+ (Nagle y Nagle, 1983) o 

de grupos que se asocian a los ~ que pueden, alternadamente, 

presentarse hacia el interior con altos pka y hacia afuera 

con bajos pk8 (Senior, 1988). Basándose en el movimiento de 

los flagelos, Co::-:. y colaboradores (1986) han propuesto una 

hipótesis donde las subuniclades a y b de Fo y 'i'' ¿ y e de F1 

pueden rotar ir estableciendo interacciones con e1 

oligómero formado por las subunidades e (ver la Fig. I), en 

particular entre la hélice 4 de la subunidad a y el Asp-61 de 

1a subunidad c. Tales interacciones permiten cambios 

conformacionales que se pueden traducir en la síntesis del 
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ATP. No obstante, aún fa1tan evidencias experimentales de que 

el sector Fo rote. Más adelante se comentarán experimentos 

donde se muestra que modificaciones específicas del canal Fo 

afectan características intrínsecas de los sitios cata1íticos 

en F1. 

d) Subunídades de F1 

La porción soluble de 1a ~-ATP sintasa tiene 5 ~ipos 

de subunidades, o:, e , -y ~ ó y E. con una relación molar 

probable de 3:3:1:1:1. Los pesos mo1ecu1ares para la F¡ 

mitocondrial y de ~ co1i se presentan en la Tabla II. 

Tabla II. Pesos Moleculares de 1as Subunidades que Componen a 
l.a F1 -ATPasa l 

h~ l-'...i't.ocondria2 

Peso molecular 'C. o tal 381 000 371 000 
Subunidad 

Oc 55 200 55 164 
8 50 155 51 595 

éloscp3 
31 428 30 141 
19 238 20 967 

e I c,3 14 920 15 065 
c3 5 652 

1 Datos tooadcs de Senior, 1988. 
2 Pesos moleculares para 1a F¡ de mitoconCrias de corazón de 

res. 
3 La mayor parte de los autores co~cuercla~ con que la l 

bacteriana equi~ale a la OSCP m~tocondrial; la 6 
mítocondrial es contraparte de la subu~idad bacteriana; 
en cambio, la e de la mitocondria no tiene subunidad 
equivalente en la F¡ de E. coli 

Para poder conocer 1a función de cada una de 1as 

subunidades de la F¡ se han util.izado l.os e:-:perimentos de 

reconstitución, sobre todo en la enzima bacteriana donde se 

pueden separar una de otra todas las subunidades~ para 
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después determinar qué clase de complejo es capaz de rea1izar 

actividades cata1íticas. Aún cuando las subunidades 6 y e 

estén ausentes, el complejo a. e ')-puede 11e ..... ·ar a cabo la 

hidrólisis del ATP (Dunn y Futai, 1980). La subunidad e. 
aislada obtenida de la bacteria Rhodospiril1um rubrum. se ha 

encontrado que puede tener actividad hidro1ítica. Sin 

embargo. esta actividad es solamente del 0.1% con respecto a 

la de 1a enzima intacta, a pesar de que la Km para el ATP en 

la B es 2 Órdenes de magnitud menor que en la F¡. Ta1 parece 

que esto se debe a que el ATP en la subunidad aislada se 

libera a una velocidad muy alta (Harris et al., 1985). Frash 

y colaboradores (1989) aislaron recientemente la subunidad B 

de 1a F¡ de cloroplastos de espinaca. En este caso, la 

subunidad E: puede hidrolizar el Mg-ATP a velocidades 

comparables a las de la F1 completa. pero no así cuando se 

trata de Ca-ATP que. en la F1 nativa sí consr.ituye un buen 

sustrato. Lo que revelan estos experimentos es 

importancia que tienen las interacciones entre subunidades 

para que la enzima pueda realizar su actividad catalítica. 

Además de la subunidad:: .· la otra subunidad de la F¡ 

que puede unir nucleótidos es la e• Así, como el núoero de 

cada una de estas subu~idacles es de 3 por wolécula de enzima, 

resulta que existen por lo menos 6 si~ios de uni6n para 

nucleótidos en la F1 (Cross. 1988) (se hablará de ellos mas 

adelante). Es notable que en la subunidad e exista una región 

rica en glicina de gran similitud en muchas de las proteínas 

que pueden unir nucleótidos (Futai et al., 1989; Hsu et al., 

1987; Garboczi, et al., 1988; Mue11er, 1989) (Tabla III). 
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TabJ.a III. CoI:lparación de J.a Región Homóloga Rica en Glicina 
entre Varias Proteínas con Capacidad para ·unir Nucleótidosl 

F1 de levadura ( subu:-iidad E G G N G v G K T 
F1 de bovino (subuniciad 5) G.G N G V G K T 
F1 de E. coli (subunidad a. G D R- G T G K T 
Adenilat°o cinasa G G p: G s G K G 
EF-Tu G H V' D H G K T 
Proteínas G -E 

Proteína G de levadura G A -O' E s G K s 
Transducina G A el" E s G K s 

Proteínas cinasas Ser-Thr "' 
TPK1, TPK2, TPK32 G T e;< s F G R V 
PKC- e.u f- , --1- 3 G K GC s F G K V 

Proteínas cinasas de Tyr ;e: 

INS-R4 G Q ~s F G M V 
PDGF-RS G s ~A F G Q V 

Las abreviaturRs de los aminoácidos sort: Ai alanina; C, 
cisteína; D, ácido aspártico; E, áci-0.e Slutáwico; F, 
fenilalanina; G, glicina; H, histidin~l Kf lisina; M, 
metionina; P, prolina; Q,, glutawina; R, arginína; S, serina; 
T, treonina; V, valina; X, aminoácido cual-~üieia. 

1 Datos to~ados de Xueller, 1989 y de Esu ef a~., 1987. 
2 Proteínas cinasas dependientes de Af:..Pc dE: ··le"\.•adura 
3 Formas e:. , E. y -1 de la proteína cinasa C . -
4 Receptor de insulina humano 
5 Receptor del factor de crecimiento de=ivedo de plaquetas 

Teniendo en cuenta la secuencia primaria de esta 

región homóloga, se ha predicho el sentidÓ~y el plegamiento 

de la estructura secu~daria, un asa flexib~e de esiructuras 

5 -a- E enrolladas sier;:¡:ire hacia el lado dert:¿ho i conocida como 

el plegamiento de Rcss=an (Rossman y Argos; 1981). De esta 

regi5n de la adenilato cinasa existen estu~iosl estructurales 

con rayos X (Pai et .:.l., 1977) y con ?-."'!-ffi -de arta resolución 

(Fry et al., 1985), así que se con OC e Su estructura 

tridimensional (Fig. IIA). Basándose en-~é11a, Garboczi y 

colaboradores (1988) propusieron un mode1é 'similar para la 

subunidad E de la F¡ de hígado de rata (P~g. I.:IB). Por oera 
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FIG. II Modelo prepuesto para el Dozinio de Vni6n de 
Nucleócidc: de lG Adenila~o Ci~asa (A) de 
la Su::.un:i.¿.::d _ de la Fi de 1-.í¡::ado de re:. ta <_5). El 
ATP estg re~rese~~ado en su sitio de uni6n co~o una 
barra horizo~tal y Jos ~ru?CS fosiato ~arcaeos con 
u~a "P". !..z.s l.S::::--.E .:::.s 11 en I::. -:-... ;:;:. rcan los ':."E: E :i Cu os 
ho-::-.ólogc•s C07""1 }G ader-.iJato ci:-:.asc=; el se:g=::rnt:o - es 
una regi6~ d~ hc~olo~~a con 2as P-AT?asas. (To~ado 

de Gcr~oczi et al.~ J98S). 

l7 



parte, pero en el mismo sentido, se sabe que una pequeña 

secuencia de aminoácidos de las P- y de las F-ATPasas, 

precisamente la que contiene el sitio de unión para 

nucleótidos, posee homologías significativas. Dentro de la 

subunidad B de 1a F1 existe un residuo de lisina muy 

conservado, capaz de unir azido-ATP. Llama la atención que el 

residuo de ácido aspártico que en el caso de las P-ATPasas 

es e1 que se fosforila, está reemplazado por una treonina en 

la subunidad B (Pedersen y Carafoli, 1987, para revisión). 

La subunidad y de diversas especies tiene so1amente 33 

residuos idénticos; la región carboxilo terminal en 8 

especies está altamente conservada, por lo que se le ha 

sugerido un pape1 importante en la catálisis y en e1 

ensamblaje del complejo (Futa~ et al .• 1989). En la Tabla II 

se mencionó que 1a subunidad ¿ de bacterias corresponde a 

OSCP de mitocondrias y que la subunidad é mi tocondrial 

equivale a la E de bacterias (Senior, 1988; Futai et al., 

1989). En cuanto a su función, se sabe que la presencia de ¿ 

Y e es un requisito para que la porción F1 pueda 

reconstituirse con las subunidades membranales (Amzel y 

Pedersen, 1983; Senior, 1985). 

El llamado inhibidor natural de la rr--ATPasa es una 

característica distintiva de la enzima mitocondrial 

(Sch\o.~erzmann y Peder sen, 1986). En levadura, este péptido se 

une directamente a una de las subunidades S y su interacción 

es estabilizada por dos proteínas, una de 9 k.Da y otra de 15 

kDa (Yoshida et al., 1984). Es interesante que la subunidad E 
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de ~ coli tiene la capacidad de inhibir la actividad de 

ATPasa de 1a F1 bacteriana (Dreyfus y Satre,, 1984),, 1o cua1 

concuerda con 1a existencía de homología entre 1a prote~na 

inhibidora y esta subunidad (Yoshida et al., 1984). Algunos 

de los papeles funcionales que se han propuesto para e1 

inhibidoT natura1 se discut1rán en una sección posterior. 

3. RELACIONES ESTRUCTURA-FUNCION EN LA ~-ATP SINTASA 

Ya se ha mencionado que ia estequiometría más aceptada 

para la F¡-ATPasa es de 3c.: :':13 'l y: l¿; : l.: y para el canal Fo (de 

~ ~) de la:2b:l0±1 c. Esto indica una probab1e asimetría 

~ntrínseca de la mo1écula,, tanto en el sec~oT so1ub1e como en 

el. membrana1 .. Las cadenas de ~t,, ¿ y e no poseen secuencias 

repetidas internas~ por lo que las subunidades ex y S no 

pueden estar rodeadas por a~bientes idénticos (Ysern et a1., 

1988). Las interacciones que se establecen entre la tt+"-ATPasa 

y varios 1igandos como el inhibidor natural~ ios nuc1eótidos 

o ciertos reactivos quí~icos específicos (DCCD, NBD-Cl, 

aurovertina,. et:.c~) re'\.~el.an que la asi.rne~ría intrínseca 

estructural tiene consecuencias sobre el funcionamiento de la 

enzima~ E1 punto es contestar qué tanto esta asimetría 

eS~ructural y funcional está involucrada en los mecani.s~os 

cata1íticos y/o de regulación de la ATP sintasa. 

a) La ATP sintasa tiene una estructura asimétrica. 

En 1982 Au>zel y colaboradores (Amzel et al., 1982) 

reportaron un estudio de difracción de rayos x_,. con una 
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reso1uci6n de 9 X ,. de cristales de 1a F1 mitocondria1. 

Encontraron que la molécula posee dos regiones con un arreglo 

hexagona1 u octaédrico distors~onado y que ninguna de estas 

reg~ones forma trímeros simétricos en e1 comp1ejo. Su 

conclusión principal es que las subunidades idénticas no se 

comportan igua1 en el complejo debido a que la unión de las 

subunidades unicopia alteran sus propiedades selectivamente y 

de manera no equiva1ente. Concuerdan con este arreglo 

asimétrico de 1a Fi muchos estudios de microscopía 

electrónica y-- procesamiento de imágenes (Tsuprun et a1.,. 

1984, 1987, 1969; Boekema, 1968; Boekema et al., 1986, 1986; 

Gogol et al., 1989a y b). Boekema y colaboradores (1988) 

observaron para la F1 de c1oropl.asto un arreglo he:-:.agona1,. 

con las subunidades a Y e acomodadas de manera alternada. En 

una masa central hay una estruc'tura en forma de "V" colocada 

asimétricamente,. constituída probablemente por las 

subunidades 1, y e; una segunda masa central más pequeña,. 

'también desplazada, quizás corresponde a la subunidad ¿ (Fig. 

111). El arreglo alternado de las subunidades o. y E al.rededor 

de la estructura de la F1 de ~ coli se ha confirmado con el 

uso del fragmento Fab de anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra la subunidad c.:.. (Gogol et al., ]989b). 

También de l.a porción tr1embranal de FoF1 se han hecho 

estudios de microscopía electrónica. Para la F1 de .§..:.. co1i se 

determinó que la porción periférica está unida a Fo por un 

angosto tai1o de unos 4.5 nm de longitud (Gogo1 et al..,. 

1987). La 1ongitud de Fo mitocondrial. se calculó de 8.9 nm y,. 

si se supone para una bicapa de fosf olípidos un grosor de 
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FIG. 111 Ar=ee1o dE: 1ES Subu~!CéciEE del s~cLOT F¡~ 
Clcrc?la~to. EJ :o¿e)o d~Ti~6 ~e pro~ecc~c~es 

~o1eculéTE~ de ~jc~c~cop!a Electr6n~ca de ~ues~ras 
de l~ enz~=é p~ocesae~~ ccn ~~~c~Sn n~ga~!~a. 
('!"o~do de ~;:.e·t-~E:=.é.. 4='t. a]., l9éE) .. 
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5 rn:. resu1ta que gran par~e de1 cana1 se encuentra fuera de 

1a me~brana; e1 diá~etro calcu1ado, 10-12 n~, es 

probab1emente menor ya que hay que considerar que esta 

proteína puede tener unidas moléculas de1 detergente que se 

uti1iza para su ais1amiento {BoeKema, 1988). Un hecho notable 

es que los componentes de Fo también aportan elementos 

ásimétricos para 1a enzima. En e1 comp1ejo de 

mitocondrias de corazón de res y de 1a bacteria Micrococcus 

1vsodeicticus se encontró que el canal está unido a dos masas 

adyacen~es de proteína de 1a F1~ y se su~irió que esta unión 

asimétrica se puede deber a la no equivalencia de las 

subunidaOes ?Layores (Tsuprun, et al. 1967). A 1a fecha, de 

ninguno de estos datos se puede concluir que 

obtenidas e~istan también en el comp1ejo FoF¡ in vivo. No 

obstante, las evidencias de asimetría estructural son 

consistentes con aquéllas de carácter funcional. 

ú1timas se hará referencia en la siguiente sección. 

A estas 

' / 

b) Los sitios donde la ATP sintasa une nuc1eó~idos y otros 

1igandos 

Los seis sitios d~ unión p~re nucleótidos que se han 

detectado en la F1 se c1asi!ican d~ acuerdo a su capacidad 

para reca~biaT con los nucleÓLidos del ~edio. Tres recambian 

rápidamente mientras ocurre 1a hidrólisis de Mg-ATP, por 1o 

que se consideran como 1os sitios cata1íticos potenciales; 

1os otros tres prácticamente no iptercaobian sus nuc1eótidos 

con los del medio aún depués de varios cic1os catalíticos 
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(Senior. 1968; Cross. 1988. como revisiones; Cross y Nalin. 

1962; Issartel, et a1., 1986; van Dongen y Berden. 1967. como 

De los sitios no catalíticos aunque se desconoce su 

f"unción, es pTobable que jueguen un pspel estructural o 

regulador. 

Varias evidencias apuntan a que 1os nucleótidos no 

recambiables tienen sus sitios de unión en 1as subunida.des o., 

mientras que los recambiab1es se encuentran en J.as 

subunidades e . Para llegar a estas sugerencias se han 

utilizado compuestos análogos de los nuc1e6tidos de adenina. 

que teniendo modif"icacionep químicas e~pecíficas que J.os 

hacen, p. ej •• radioactivos o fluorescentes, permiten seguir 

su marca unida a 12 enzima o liberada al ~edio ([3H]A.."'1PPNP, 

TNP- [-y-32p]ATP • E-ADP ó E-ATP • et:c.). De E;ran util.idad han 

sido los an§logos de nucle5tidos fotoactivables. es decir. 

aquéllos que después de su exposición a 1a luz establecen una 

int:eracción co,·alente cor. su s:itio de unió:-. (3'-arilazido ADP 

o ATP. S-azido ATP). Se encuent.ran ta::b:ié:: los inhibiciores, 
/ 

específicos de la F1, sobre tQdO los que se liga~ a ella 

cerca del sitio activ~ (DCCD, NBD. aurovert.ina) (Vie;71a:i.s y 

Lunardi. 1985). En 1a Tabla I\.~ se t::uest:rc.7:1 .::lgunos ejeI::plos 

de reactivos que SE: unen a l.s. subun:idad = Ce: la F1; se: conoce 

incluso el residuo de a~inoácido al que se l:igan. Cooo puede 

observarse, todos estos reactivos se u~en preferente~ente a 

las subunidades E 1o que lleva a pensar que el sitio 

cata1ítico está localizado en estas subunidades. Ningún 

reactivo es específico para las subunidaCe:sn, pero se ha 

mostrado que parte significativa de marca radioactiva está 
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muchas veces asociada a estas subúnidades. Varios autores han 

sugerido, entonces, que el Eitio cara1~tico se encuentra en 

a1guno de 1os puntos de contacto entre las subunidades a y f 

(\\'i11ia:ns y Co1eman,, 1982; K.ironde y Cross, 1987; Senior, 

1988). 

Tab1a IV. Marcaje de 1a Fi co? Díversos Reactivos Químicos. 

Analogol 

FSBA 

FSBI 
2-azido-ATP 

8-azido-ATP 
DCCD 
"Nb.f-Cl 

Aurovert:ina 

Residuo marcado2 

Tyr-368 ó 
1Us-427 
Tyr-345 
Tyr-368 ó 
Tyr-345 
Lys-301 
Glu-192 
Tyr-311 ó 
Lys-162 
Arg-398 

Referencias 

Bullough y Allison, 1986; 
Cross et al •• 1987 
Cross et: al., 1967 

\.:'ise eL al., 1987 
Hollemans, e'C. a1., 1983 
Esch, et: al., 1981 

Andre ... ~s et: al. , 196.!. 
Lee et al .• 1989 

Las abreviat:uras utilizadas son: FSBA y FSbl, p-
(fluorosulfonil)benzoil derjvados de ade~osina e inosina, 
respec~1vament:e; DCCD, diciclchexilcarbodii~irla; Nbf-Cl, 4-
cloro-7-nit:robenzofurazano. 

2 La nu~eraci6~ de lo~ a=inoici¿os cor~espon¿~ a la 
E d~ la F] de cora=E~ de bovi~o, e excepci5~ del 

para la aurovEr't.in.;:., ÓE";teri:;.i..:-ie:.Cc er, la F3 dE: 

subu':"l.idad 
seflalarlo 

E. col;i.. 

Co~o se ha ~e~cionado, las t. res copias de las 

subun:idades (Futaj et 

al., 1969). pe::-o estructuras pri~.;:.riEs sor. 

id~nt:icas, no nE:ceseriC:.~e~te so~ E:Guiv&le~tes ent:re sí, es 

decir, pueden ~ener un co=por'C.a~iento het:erogéneo duran'C.e los 

cic1os cat:alíticos que lleva a cabo la Fl o reaccionar de 

manera distinta ante diversos agentes (Tommasino y Capaldi, 

1985; Stan Lotter y Bragg, 1986! Kironde y Cross, 1987; 

Bullough et al •• 1987; Beltrán et al., 1988; Bragg y Hou, 
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1989). Así, 1.a subunidad B que se puede ent:.recruzar con la 

subunidad e, en la F¡ de~~, es incapaz de reaccionar 

con el. DCCD (Tommasino y Capal.di, 1985) y una tercera B (es 

decir, ni 1.a que se entrecruza con l.a subunidad'E, ni la que 

reacciona con el DCCD) es la que puede ligar al ~Df-Cl. (St:an 

Lotter y Bragg, 1986). Sobre la misma línea, se ha mostrado 

que 1a subunidad 6 de la F1 mitocondrial que tiene unida a la 

proteína inhibidora endógena, muestra una reactividad muy 

baja hacia el DCCD; esta subunidad B es, entonces, 

intrínsicamente diferente de las otras dos (Beltrán et:. al., 

1988). 

Por su parte, Kironde y Cross (1987) encontraron que 

uno de los tres sitios no catalíticos de la Fl mitocondrial, 

puede recambiar rápidamente sus nucleóridos con los del medio 

en presencia de EDTA, capacidad que retiene aún después de 

que la enzima realiza unos mil ciclos catalíticos. La 

la interpret:.ación que dan los autores a lo anterior es que 

asimetr~a de los sitios es permanence y que los sitios no 

catal~ticos atraviesan por estados no equ~valentes durante la 

hidrólisis de ATP en la F1 soluble. Sabiendo que 

potencialmente la F¡ puede tener más cié u~ sitio catalítico, 

se ha propuesto que en las reacciones catalíticas realizadas 

por esta enzima estfi involucrado un meca~isrno cooperativo 

(ver la siguiente sección). De acuErdo con Bullough y 

colaboradores (1987) > el ATP que se une a un primer sitio 

ca~al~cico se hidroliza muy 1.entaoente aGn cuando una segunda 

o tercera molécula de sustrato ocupan los otros sitios 

catalíticos y se procesan a velocidades altas. Esto 
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significa, según este grupo, que e1 primer sitio cata1ítico 

no contribuye con la hidrólisis del ATP en estado 

estacionario e imp1ica que 1os sitios de este tipo son 

funciona1mente heterogéneos (sin embargo, ver más ade1ante). 

e) Mecanismos propuestos para exp1icar las reacciones 

catalizadas por 1a H±-ATP sintasa 

La reacción reversib1e cata1izada por 1a irt--ATPasa 

(ATP sintasa) incluye un mínimo de tres pasos que son, en e1 

sentido de la síntesis, la unión del ADP y e1 fosfato 

inorgánico (Pi) ,. la coni..·ersión del ADP y del Pi unidos en ATP 

y la liberación del producto ATP hacia el medio: 

ATP 
\ k1 

F ~ 
l ?'L1 
ATP 

kz 
F1-ATP ~ F1-ADP Pi ¡y-

ADP 

~-
k_4'\ 

ADP 

F1 (1) 

Se conocen las constantes de velocidad y de equi1ibrio 

para la F¡ aislada de mitocondrias de corazón de res 

(Grubmeyer et al., 1982): 

Constantes de velocidad Constantes de equilibrio 
k1 6 106 !-~1 s-1 
L1 7 X lo-6 s-1 K1 1012 M-1 

kz 12 s-1 
Lz 24 s-1 Kz 0.5 

k3 3 X lo-3 s-1 
k._3 5 M"l s-1 K3 6 X lo-4 M 

k4 4 X lo-4 s-1 
k._4 1.3 X io3 M"l s-1 K4 3 X lo-7 M 
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Conociendo estos valores, varios puntos se deben hacer 

resaltar. Uno de ellos es que el ATP que se une al primer 

sitio cata1ítico lo hace con una constante de asociación muy 

a1ta Otro es que ya unido, se establece un 

equi1ibrio entre el sustrato unido y los productos de 

hidrólisis formados, de tal suerte que la Kz tiene un valor 

cercano a l. El significado que esto tiene para el mecanismo 

de reacción de la enzima es de gran relevancia, ya que 

implica que el cambio de energía libre en el paso catalítico 

es prácticamente de cero (Grubmeyer et al., 1982). En este 

mismo sentido~ otros autores han establecido que, mientras 

los reactivos permanezcan unidos a la Fi, la reacción ATP + 

H20 ~ ADP + Pi, es completamente reversible e insensible a 

protonóforos (Cross, 1981; Senior y Wise, 1983; Senior, 

1988). Consistente con esto, en varios laboratorios se ha 

logrado la síntesis neta del ATP unido a la F1 soluble, sin 

que haya aporte alguno de ener~ía (Sakarooto v Tonomura, 

1983; Yoshida, 1983; Gón.ez-Puyou et al., 1986). Si las 

reacciones de hidról:i.sis y síntesis del ATP están en 

equilibrio en el microaobíente del sitio catalítico de la 

enZima, ¿para qué se requiere entonces la energía 

proporcionada por el :- 1• rr+"? To-::nando en consideración la alta 

afinidad con la que el ATP se encuentra unido a la enzima, se 

ha sugerido que la energía se requiere para que el producto 

se libere al medio (Boyer et al., 1973; Grubmeyer et al., 

1982). 

Los valores de las constantes para la Reacción (1) 

solamente son válidos cuando un solo sitio catalítico está 
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ocupado por sustrato. Experimentalmente esto se logra 

utilizando un exceso en la concentración de enzima con 

respecto a la concentración de ATP. En estas condíciones la 

velocidad de hidrólisis es muy baja (k4 = 4 x lo-4 s-1) 

{Grubmeyer et al., 1982). Al agregar un exceso de ATP se 

saturan 2 ó los 3 sitios catalíticos (Cross, 1988) y la vmax 

de hidrólisis adquiere un valor de aproximadamente ~o2 s-1. 

Este aumento de millón de veces en la velocidad de 

hidrólisis impli.ca que la F1 presenta una 

cooperativi.dad positi.va entre sus sitios catalíti.cos 

fuerte 

(Cross 

et al., 1982; Cross, 1988; Senior, 1988). ~o es así para 1a 

unión del sustrato: la primera molécula de ATP se une, como 

se había mencionado, con una Kn de io-12 M, en tanto que la 

segunda lo hace con una Kn de 3 :-: 1 o-5 M; es decir, la unión 

del sustrato a la Fi presenta una cooperatividad negativa 

(Cross et: al., 1982). 

Con objeto de resumir lo anterior, se puede decir que 

para la síntesis del ATP catalizada por la ir+-ATP sintetasa, 

el ADP y el Pi se unen con alta afinidad en el primer sitio 

catalítico; como el ATP que se forma reversiblemente en tal 

sitio está fuerte~ente unido se requiere para su liberación, 

primero, de la energía del ::.:_ µ W ·y, segundo, de la unión de 

ADP y Pi en un segundo sitio catalítico. La manera como el 

6~rrT participa en el paso que requiere de energía es, de 

acuerdo con Boyer, provocando un cambio conformacional que 

permite que el sitio catalítico pase de una forma de alta 

afinidad por el ATP a una de baja afinidad (revisado en 
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Senior y Wise. 1983; Cross. 1988; Senior. 1988). Este 

mecanismo se conoce como indirecto. en virtud de que los 

protones del gradi.ente provocan cambios "a distanc:Í.a" en los 

sitios 

directo. 

consiste 

catalíticos. ~n contraste. existe el 

expuesto por Mitchell (1974): l.a 

en que los Ir+ que pasan por el 

mecanismo 

proposición 

canal Fo 

interaccionan a nivel molecular con 1os sustratos. incidiendo 

con los atómos de oxígeno del Pi• originando una especie 

altamente reactiva que se une con el ADP y, en consecuenc·ia, 

formando el producto ATP. Quizás la objeción principal para 

el mecanismo directo es que, según lo discutido previamente, 

el paso catalítico para la síntesis del ATP no requiere de 

energía y la presencia de protones no modifica 1a constante 

de equilibrio de la reacci6n (Grubmeyer et al., 1982; Senior, 

1988). 

Muchas preguntas quedan por contestar acerca del 

mecanismo catalítico de la tt+-ATP sintasa. Una de ellas es 

cuántos sitios catalíticos funcionan durante la hidrólisis o 

la síntesis del ATP. Existen grupos que apoyan cada una de 

las posibilidades: uno, dos o tres sitios catalíticos 

funcionales (revisados en Cross, 1988). En especial, el grupo 

de Wang apoya la e::-:istencia de un solo sitio catalítico 

funcional en una subunidad llamada E' para distinguirla de 

las subunidades E para las que se supone un papel 

regulador pero con actividad catalítica latente (Wang, 1988). 

El tipo de experimentos que apoyan este modelo se ejemplifica 

con el siguiente: se mostró en la Tabla IV que el Nbf-Cl al 

unirse a una sola subunidad B inhibe prácticamente al 100% la 
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actividad hidrol{tica. El trata~iento con LiCl provoca el 

rearreb,lo de las subunidades de la Fi y, por t.anto, el cambio 

de interacciones entre subunidades cercanas. Según ~ang, el 

tratawiento con LiC1 de una F1 modificada con Nbf-Cl podría 

provocar la reactivación de 1a enzi~a~ ya que la subunidad ~ 

Nbf podría reasociarse en el lugar de una de las subunidades 

f!' latentes, en tanto que la E· no modificada podría pasar a 

ocupar la posición de e' catalítica. La recuperación de la 

actividad efectivamente ocurre con este tratamiento (Wan¡;, 

1985). 

Reactivos co~o el DCCD (Tabla IV) reaccionan sólo con 

2 de las 3 su::>u::iidades E • por lo que el grupo de Allison 

propcne ~ue sc~a~c~te 2 Ce estas su~un~dades son funcionales 

(Yoshida et al., 19é:). ACewás, es~o~ autores 5ugieren que el 

sítio donde se u;--¿e el ATF con mcs.:.;or afiniCcs.d no es un sitio 

c.::.talí-c.j.co :to-=-::-.al, ya que no cC1ntri."buye co:-. la hidrólisis en 

los si.tic ¿e las 

(3ullough et 

al., lsiE.J) (_-.. ,er la p. :s). 

El {~:-.6=-eno Ce que la u::-.ión Ce _.;j)p y Pi en un si.tia 

catalít::Lcc· ?~:;--::-,;.;e,va J.¡::. l:i"":;.;:~.:::.cié:: ::.e ;:r0¿uc-=o e.~ un si.tia 

(ver cs.rriba). E~~e ha siCo uno de los arE~~cn~os pr~nci?ales 

de aqu~llos gTU?O~ G~e a?cyan la exi8te~cia de dos o mgs 

sitios catalíticos alternantes en la F1. Esta enzima puede 

llevar a cabo la hidrólisis del ATP en uno, dos o los tres 

sitios catalíticos si~ultáneamente (Cross et al., 1982). 

Además, en contraste con lo encontrado por Bullough y 
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colaboradores (1987). Penefsky ( l 985) o'bser ..... ·ó que la 

hidrólisis del ATP unido en el si~io catalítico de alta 

afinidad alcanzas valores cercanos a la vcax cuando se a5ade 

ATP en exceso y, más aún, parece hidrolizarse antes que el 

sustrato agregado para disparar la hidrólisis multisitio. 

Así, para Penefsky, el sitio de alta afinidad es un sitio 

catalí~ico normal y, por 1o tanto, 1a enzima puede tener 3 

sitios catalíticos íunciona1es. 

4. REGUL..~CION DE LA ACTIVIDAD DE LA ~-ATP SINTETASA 

Varios factores pueden regu1ar J.as reacciones 

cata1íticas de la n+-ATP sintetasa. Algu~os de ellos son el 

'Propio !_:,:b-i- (3!.audet .....- H.s.":"au:-:, 1987; G"...!!f.sn'Ci v K:ru1i.:ich, 

1988; 

1988; Zhou, et al., 1988; Xarti-':ls e'C al., 1988), 

.Jackso7'l, 1976; G6~~z-?uycu et al., 

al., i S.S9) , ::.n!-::..bidor 

D.s'"=i.bc7'oi-Sa:a e-:. a}. ~ 

ci.er'Cos 

)985; 

r.atura1 

1 ~89)' 

l956; 

(?enE.fsi-:.y, 

1988; Dreyfus et al.~ 1988; Al-Sha~~ et al.~ 1989). Todos 

estos factores deben actuar de canera concertada paTa que :la 

reacción reversible de la ATP sinte'Casa esté despiazada hac~a 

1a forcación del ATP. 

31 



a) Los nucleótidos co~o moduladores de la ATP sintasa. 

Desde hace tiempo, se sabe que las gráficas de 

Lineweaver-Burk obtenidas al m¿dir velocidad de hidrólisis de 

ATP son curvas. En cambio, si el sustrato es GTP o ITP 

entonces 1a relación es lineal. De aquí se sugirió que los 

nucleótidos de adenina se unen a sitios catalíticos pero 

también a sitios reguladores, en tanto que los nucleótidos de 

hipoxantina o de guanina se unen solamente a sitios 

cata1íticos (E~el y Lardy, 1975; Schuster et al., 1975). 

El ADP es un inhibidor co~?etitivo de la actividad de 

ATPasa de la Fi (Ham.'7.es y Hilborn, 1971), aunque está lejos 

de ser una inhibici6n cl&sica ?ºr p~oduct:o. En el grupo de 

Vinogrado·v, se ha o~serv.=.do ur:a i=1hi:,:iciéi:-i pcr ADP lent:a y 

reversible GUe puede int:erferir co~ las caracLerísticas de la 

hidrólisis del ATP er. est:ódo esraci~r.ario. Estos aut:cres 

proponen la e::-::iste:ncia de dos for=-.a.s Ce co::::-.plejo F1-A.DP c;ue 

se pueden ~n:erco~~ertir Jenta~e~=~ ¿~~a~te la hidr6li~is del 

ATP, siendo U~6 d~ ella~ inacci.~a ~~entras t~ene lugar esta 

l~S~). O~rcs au:cres han sug,e:-ido la 

de A:J? (Ko.s= l.!.. :....!-:), e::-:i.st.e u:-.a. inhi.bició:i his=.erÉ't':ica de 

la h~clrólisis de Xb-AT?; la adición del s~strato no libera al 

ADP que se unió a la enzima durante la preincubación, lo que 

indica que el ADP y el Mg-ATP están unidos en sitios 

diferentes (Di Pietro et al., 1980). Ade~§s, ut:ilizando aril-

azido-;:. -alanil-ADP (!'\AP3-ADP), un análogo fot:oacti'\.~able, se 
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mostró que e1 ADP responsable de la inhibición histerética, 

se encuentra en una subunidad E y, por esta razón, se 

sugiere que una de las tres subunidades ~ tiene un sitio 

regu1ador y son las otras dos las que contienen sitios. 

cata1Íticos (Fellous et al., 1984) .. Como se había mencionado, 

Kironde y Cross (1986) determinaron que en la Fl carente de 

nucleótidos débilmente unidos, existen nuc1eótidos endósenos; 

dos se encuentran en sitios no recaobiables y uno en un sitio 

recambiable. 

rápidamente 

El sitio no reca~biable vacante se 

después de incubar con ADP o durante 

llena 

la 

hidrólisis del ATP.. Este sitio no catalít:ico .... ~acante es 

es?ecífico para nucleÓ't"i.dos de a¿En::.na y no í:;.terca~bia su 

contenido con los nucleótido~ del wedio. De hecho, los 

autores proponen que éste ?DC=~a ser el ~is~o sitio 

Gautheron (Di ?~~tro et al., 1980; ?ellous et al., 19$!..). 

La de A"I?asa en part~culas 

submi:ocondriales d!s~~nuye, en cc~¿ici~nes previas al es:ado 

es:acicna=~o y en estado estacio~aric~ cuando se u~e 1 mol de 

1986), este ;..np lig;adc eJ; un sit:io ir.:-1.ibido-=- pe:rt;.a:iece u;-:.ído 

aún después de oíles de ciclos de hi¿rólis~s, lo que indica 

que no se trata de un sitio catalítico (Mar~ins et a1., 

1968). 

Es posible que las moda1idades cinéticas que describen 
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Xatsuno-Yagi y Hatefi (1986) para la ATI1 s:i.nt..asa actuando 

durante la fosrorilaci5n oxidativa, se deban a cambios en la 

ocupación de los sitios no catalíticos por nucleót~dos de 

adenina. Una d,e ellas se caracteriza por tener una 

para ADP (6-10µ M) y una capacidad limitada para la 

K m baja 

síntesis 

del ATP (vmax= 500 nmol ATP ~in-1 mg de proteína-1); la otra 

modalidad cinética de la enzima presenta una KmADP alta (50-

100 µM) y una mayor velocidad para sintetizar ATP 

1600 nmol min-1 ·mg de proteína-1). A?arentemente, estas 

modalidades se presentan dependiendo del sustrato 

respiratcrio que se esté utili=ando, NADH o succinato, 

res?ecri'\.~a::iente, es decir, de la ''elocidad de producción de 

é~ergía en relac~ó~ cor. el ~ú~ero de AT? s~r.=asas funcio~ales 

(cuando se usa ~;...DH f\.::nc:ic~an 3 ~i.tios de. acopla?::i.ento y,. en 

el caso del succinato, son so~a~en~e 2 los sitios de 

Es ~ecesar~o hacer ~otar que, ta~~o e~ el ~ra~~jo de 

pr.:.se:-1-:..a:;, ?Zrt:Ículas 

puede no alterar las carac~eríst:icas cinéticas primordiales 

de la F¡ pero, al oismo tie~po~ no excluye que e1 sect:.or 

membrar.al pueCa aportar otros niveles de regulación en 1a 

enzioa. 
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Para determinar si el cooporta~iento cinético del 

complejo FoF1 es comparable al del sector F1. se calcularon 

las cons1:ant:es de velocidad y de afinidad para la reacción de 

hidrólisis de ATP en partículas submitocondriales. Así, en la 

F¡ membranal existe el sit:ío de alta afinidad (Kn= iol2 M-1) 

detectado en 1a forma soluble y además, los valores de las 

constantes de velocidad son en todo cocparables en las dos 

formas de la enz~ma (Penefsky, 1985). Es muy interesante que 

el DCCD y la oligomicina unidos en las subunidades 

me~branales del co~?lejo FoF1• a una ciis~ancia aproxima.Ca de 

2 nm de los sitios catalíticos, disr:i.i¡iuyan la afinidad de 1a 

enzima por el ATP. Pe:nefsky sugiere como explicación a este 

fenó=.e710 c;ue la u~ión Cel DCCD prevo ca un cambio 

confor::r.acici:;.al en la su!:iunidad e y c;ue este ca:::;bio se 

dond~ se encuentran los 

~itics ca~alí~icos. 

(1985), 

donde observa~ ~ue el DCCD y la ol~so~ic~na ev~tan que se 

presen~e el ca~~io de fluorescencia que ~~¿uce el ATP en el 

é.UTC''\.'E:Tti.na 

de: la 

y por ello, e~:o es u~¿ ~v~de~c~a ~~~ cie ~~e =a~i!icacioLeS 

ocurriC2s en el car.al Fe reperc~~E:~ en lé rcrcion catalítica 

(De la aurover'tina cor.10 wonitor de Cambios 

confor~acionales en la F1 se hablará en 1a sección 

siguiente). Aún más, los fosfolípido~. que sólo tienen 

contacto con el sector rr.embranal, pueden modificar la Km por 
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el ATP en el comp1ejo FoF1 reconstituidc en 1iposonas (Laird 

et al., 1986), o bien, alterar 1as acti~idades en el sentido 

de la síntesis de ATP {recambi~ Pi-ATP) dependiendo del tipo 

de fosfo1~pidos que interaccionan con el canal (Dabbeni-Sa1a 

et al. •• 1989). 

b) E1 inhibidor natural de 1a ATPasa co~o factor regulador. 

Hace ya 26 años, Pullman y Monroy (1963) supusieron 

que 1as mitocondrias co?tenían alguna sustancia que inhibía 

1a actividad hidrol~tica de 1a F1 sin afectar su capacidad de 

acoplar ei transporte de electrones de la cadena respiratoria 

con J.a sín~esis del ATP (J.a de 

acoplamien't.o; de:. hecho, el r.o;r.b:--e de F1, o :a.c"tor de 

acopla~~en't.o 1, prov~ene de esta c~?aciCad). Tal SU?Osición 

estaba basada en la &~an esti~~lac~6~ ¿e la &ct~~idad 

J...T?asa. E~ i::.f•C>':."''ta-:-."te =-·e:-.cio:-"ar que desee: e:n"t..o:--.ces, Pul.l::ian y 

Monroy propusieron ~ue el co~?lejo F1-pgp~ido inhibidor podía 

rep~esentar 1a for::::.a funcional de la F1· Para reconstituir al 

inh:i.bidor en la F1, es necesaria la prese:--.cia de !'-1g-A'IP; aún 
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así. el péptido se disocia fácilmente bajo las condiciones 

previamente mencionadas .. En presencia de dos íactores 

proteicos, llamados proteínas de 15 y de 9 KDa, el complejo 

FoF¡-inhibidor se vuelve muy estable, a pesar de la ausencia 

de ATP y Mg2+. Solamente 1 mol de inhibidor se une por mol de 

F¡ (Klein et al., 1980) o de FoF1 (Wong et al., 1982), lo que 

quiere decir que una de las subunidades e 
afinidad que las otras dos por este péptido .. 

tiene mayor 

Como se ha 

comentado, este fenómeno se ha to~ado como una de las 

evidencias de la asimetría intrínseca de la ATP sintetasa. 

La cuestión central relativa al inhibidor natural de 

la F¡ es conocer cuál es su función durante el ciclo 

catalítico de la enzi~a .. Cuando el inhibidor está presente, 

la fosforilación oxidatjva en estado estacionario que se 

lleva a cobo en partículas su~mitoconGriales, tie~e una fase 

de retardo que no se observa en partículas carentes de la 

proteína inhibidora (Gó::.ez-Puyou e.tal., 1979; B.arris et: al., 

1979). Se ha pro~ado ~ue la exis~encia de t;raclientes 

elect~oquíwicos i~puesrcs e~ pc~~ículas ~ub~irocondriales, 

.h.u:.i.que: ne moó.:!..fica la -... -elcciC.::d de la fos!o::-ilaci6~ o~:idatiYa 

en estado estacio~ario, la exis~encia de la fase de retardo 

indica que el péptido inhibidor no solamente ejerce un efecto 

en el sentido de la hidrólisis del ATP .. La reacción de 

recambio Pi-ATP se cons~dera una reacción parcial de la 

síntesis del ATP, ya que consiste de todos los pasos de es1:a 
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reacción, incluyendo los pasos en dirección de 1a hidrólisis, 

con excepción de la liberación del producto ATP unido a la Fl 

(ver 1a Reacción 1, en la pág. 26, para mayor claridad); el 

paso 1imitante de la reacción es la liberación del ADP. La 

reacción de recambio Pi-ATP es menos sensible que la 

hidrólisis a la acción del inhibidor. Se ha propuesto que la 

proteína inhibidora ejerce su efecto a nivel de la liberación 

del producto AD? (Tuena de Gómez-Puyou et al., 1983). 

Además de que controla actividades catalíticas, el 

inhibidor natural puede estar involucrado en la translocación 

de protones a través de la ATP sintasa. Las partículas 

sub~itocondriales trataCas co~ urea piérden al sector F1; 

cuando és~e se reconstituye en las partícu!as carentes de Fl, 

es posible recuperar la actividad hidrol!tica sens~ble a la 

oligorr.icina y bloquear el .pa.So p.<::.s:ivo de los h-+. Si aciex::.ás se 

t ' reconsticuye al ~nhibiCor, e~tcnces d~s;~nuye la acti~idad de 

conCuct:i.Yidad Ce los ¡.¡+ 

{Gue~rieri et al., 1987). 

Se ha m~straclc ~~e otra de las p~op~~dades de la 

(0.7 ~~1/Pol de F1) se ob~erv6 ~ue bajo la influ&ncia del 

inhibidor hay 5 moles de nucle5tidos unidos/mol de F¡, uno de 

los cuales es un nucleótido trifosfato. La capacidad de 

recambio de los nucleótidos difos:f ato está muy cl:is:::.inuida en 

la F 1 con el inhibidor recons~i~uido (Di Pietro et al., 
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1988). En apoyo a lo anterior, en el mismo grupo de 

Gautheron determinaron que,, durante la hidrólisis de ATP, los 

nucleÓtidos permanecen unidos a la enzima mientras la acción 

de la proteína inhibidora permanece, es decir, 1os 

nucleótidos unidos siguen siendo más de 4. En contraste, 

cuando el inhibidor está ausente, hay un rápido recambio de 

la mayor parte de los nucleótidos, independientemente de que 

exista actividad hidrolítica o no (Penin et al., 1988). 

Se infiere de lo discutido anterion:iente que la 

inhibición producida por este péptido es de tipo no 

competí ti. va (Kl.ein y \Tignai.s,, 1983). Para que la unión del. 

inbibidor en la F1 produzca un complejo F1-inhibidor de baja 

acitividad hidrolítica,, es r~quisito la p~e~ncubación con Mg-

ATP, de tal ~anera ~ue la F1 realiza varios ciclos 

catalít~cos para un~rse con el ir.hibicio~. Es probable que los 

productos de la hidrólisis, ADP, Pi o h~, i~Cuzcan una forz:¡a 

1-1 cocplejo enzi~a-inhi~idor (Sch~~r==a~~ y Feóe~se~, 1986, cooo 

1 • revisión). Tanto la pre~ncubaci6n con ~!g-AT? como la 

1' 

Fue has~a t:n.J.y 

hicieron la pregunta de si la proteína inhibidora afecta de 

! i; algún modo a la hidrólisis realizaCa en un solo sitio 

catalítico. Al utilizar ATP en una co~centración de 100 1J M, 

se obtenia una inhibición del 85% de la actividad hidrolítica 
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al adicionar a la proteína inhibidora, inhibición que se 

mantenía aún a concentraciones subestequiométircas de ATP 

(condiciones de uní-sitio). Detert::.inaror. que durante la 

hidrólisis de [14c]ATP en estado estacio~ario, la F1 une 1.2 

tnoles de [14c]nucleótidos de adenina/ mol de enzima. En 

cambio, cuando se determinan los [l~c]nucleótidos unidos en 

una F1 con el inhibidor reconstituido se observó que este 

complejo era prácticamente incapaz de unir nucleótidos en el 

sitio catalítico. Con estos resultados concluyeron que la F1 

con su inhibidor natural es inactiva dura~te la catálisis 

nulti- v uni-sitio. • 1 

Son nu:r;:..:rosos los result:.s.dos e>:?e-rime-r;tales que 

sugieren que e:l i:-:i.h:ib:i.do":'." natural reccnst.:i~uido y el endógeno 

no necesar:iat::.ente i:¡-1t.eraccio':."".an de la =..is.:;.a manera con la F1 

(~a~sha~ et al., 19óS; Galante et al., 1981; ·való.és y 

e!ectos sobre las !unc~o~es ¿e la F¡. ~~a de las Evidencias 

't::>.ás reciE:r:tes es la cl..: \."2lCés ( 1957)' q:uie':'les 

!""I 

ccn 

sobre las activi¿ades catalíticas. ~ientras que los 

anticuer?Os estimulan la acti'\.•ió.ad hidrolítica de pareículas 

submitocondría1es con inhibidor endógeno, disminuyen la mis~a 

actividad en partículas co~ el inhibidor reconstituido. Para 
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1a reacción de recambio Pi-ATP, se observa el efecto opuesto. 

Esto sugiere que 1a F1 puede establecer interacciones 

distintas con su inhibidor natural y que esto puede tener 

consecuencias a nive1 estructural y a nivel funcional. 

Es necesario enfatizar que la mayor parte de 1os 

estudios sobre el inhibidor natura1 de la ATPasa, 

realizado en preparaciones con el inhibidor 

se ha 

exógeno 

reconstituido en la Fi soluble o membranal. De hecho, la 

única preparación de F1 soluble en donde se ha cuidado el 

contenido de inhibidor endógeno, es la reportada por Adolfsen 

et al. (1975). El complejo F¡ con su inhibidor endógeno 

I) tiene el 1% de la actividad de ATPasa de la F¡ sin 

inh1bidor, razón por la que se le lla~a F¡ létente. La siwple 

incubación de esta pre?aració~ a 60ºC li~e~a la acción de la 

proteína inhibiciora y e~to~ces se obtiene una F1 con alta 

actividad de hidr5lisis. La F¡ latente se parece m&s a las 

enzi:as Gue se obtie~en de bacte=ias y clo=opla~~os en cuanto 

a que éstas ta~~~én son A7?a~as con ba~as actividades 

hicirolíticas, esti::;ulables por div~~sos agentes (P:i.ck y 

Eassilia:J, 19f.2; D~e::;:us: y Satre, 198::.; Lctscher et al .. ~ 

ne>;:edcsa acerca de la W-r....T?asa en su estado nat.i·vo .. 

5. LA AUROVERTINA EN EL ESTUDIO DE LA ATP SINTASA 

Las aurovertinas son antibióticos producidos por e1 

hongo Ca1carisuor~um arbuscu1a e introducidos por Lardy y 
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co1aboradores (l 964) en e1 estudio de la fosforilación 

oxidativa. La única proteína con la que interaccionan estos 

compuestos es la ATP sintasa (Chang y Penefsky, 1974). En 

consecuencia, inhiben todas las reacciones relacionadas con 

esta enzima: la fosforilación oxidativa, la reacción de 

recambio Pi-ATP y la hidrólisis de ATP tanto en la F1 

membrana} como en la soluble (Lardy y L:in, 1969). Una de J..as 

propiedades de J..a aurovertina que más se ha utilizado, es su 

capacidad de formar un complejo fluorescente con la ATP 

sin-casa; la aurovertina no un:ida prácticamente no exhibe 

fluorescencia, ni en agua. ni en solventes orgánicos (Lardy 

y Lin, 1969; Chang y ?ene!8ky, 1973; Du~n y Futai. 1960; 

Satre et al •• 1980). Lo cis ~o~able ci~l co:?lejo aurovtrtina-

F1 es que la in~ensida¿ de ílucresce~c~a se ve ~~dificada 

al ~enos en la F1 solu::.!e, 

como pruebas de ca~tios confcrcacio=ales de la F1 induc:iclos 

por l:ig-andos (Cha~~ y Pe~~fs~y, 1973 y 197~; Layco~ et al., 

1973; Sa~rE ec al.~ 1950; l~sar=el et al., 1983~ y b; Lu~ardi 

ec a.1 •• 19St). 

que los nucleóticios p=o· .. ·ocan ca;:;~ios cc-ni"C>r:::acionales en la 

ATP sintasa. Por eje~plo, en la subunitlad ~ de la F1 de ~ 

coli, el ATP unido hace que au~ente su volumen parcial 

específico y tambié~ su coeficiente de sedimentación (Dunn, 

1980); por otro lado, la sensibilidad a la tripsina de la 
·-:-·- ... 
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subunidad es distinta a la del cor.:.:ple:joo. -ATP (Senda et 

al .. :11 1983). En la Fi ~e la bacteria t:ermofílica PS3 se 

detectaron:11 por d~croísmo circular, sitios de alta y baja 

afinidad para nucleót:idos en las su~unidades (). y s 
respectivawente (Oht::a et al .. :11 1980). Con otras pruebas 

fluorescentes, como el 8-anilino~aft:aleno-l-sulfonato (A.."5) • 

se ha observado apaga=iento de la fluorescencia inducido por 

ATP en el complejo Fi -..M....~S y subunidad:: -~~S (Hirano et al.,. 

El ~xtracto del ho~go Calcarisp~riu::: arbuscula tiene 

una cezcla de aurovert:i.:-ias,. de:ig~.:Cas co:::o A. 3, C, D y E, 

?ero la que se: utilizó desde los ?ri=ercs e~~uCios fue la 

1983). Tiene u~ p~sc ~olecular ¿~ ~76~5 v ~u fór~ula es: 
<-. 

= .(x:.___;::-=~-~~' ··-· 

Uno de los pri~cipales proCle=a: ?~=a el uso de J.a 

co~:i.e~e 3 sitios Ce uni6n para la aurov~=:ina .. ~no de ellos 

es de alta afinidad (~D = 0.2-0.3 ~X) y los otros dos de 

menor afinidad (Ko= 3-5 :;.'1) .. La aurover:ina ta¡;¡bi.én puede 

unirse a la su"::iu¡i_idaC 2 ai.slacla de t::.i."Co;::::-:-.d::-ias de corazón, 

con una r~D 1.1-1.3 ~ ~ y con u~a esrequio~etr~a de 
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prácticamente 1 tnol de aurovertina/ mol de subunidad f .• Este 

dat:o,. junto con el de que son 3 los sitios para unir 

aurovertina en la F1, es uno de los que se han aprovechado 

para concluir que 1a F1 tiene 3 subunidades e (J.ssartel et 

al. •• l983b). 

Utilizando la F1 de una cepa mutante de ~ ~ 

resistente a aurovertina (Satre et al.,. 1980),. se identific6 

al residuo de argínina 398 como parte del sitio de unión para 

este co=puesto (Lee et al., 1989) •. Los autores concluyen que 

este residuo no pertenece al dominio de unión para 

r.ucleótidos, ya que se ha suger~do que éste se encuentra 

entre los res1duos 140-335 (Senior, 1988; Fu'tai et al.,. 

l9S9), lo cual es co~~ister.te co~ el hecho de que la 

auTover't-i-:'la es un i.nhi.z:::iido~ r~c co=:.pe't:iti'\.•o Cissartel et al.,. 

1983a; Lunard~ et al., 1986). 

La au-:-o~ .. ·e::rt::ina ta:=·:-·it~ se ha pro:>aó.o en s:is;:e.:.as con 

el inhibicio=- n.E.:.u~al dE:: 1-a ;..:-?.=sa. (Ya:-. de Stacit y 'i:an Dar., 

197!..; C~a~g y ?ene~sky, 197~; Ea~r~s et al.~ 1979; Lcwe and 

Beec'hey, 1981; 1~s~r~e1 et al., 1963) o se ha estueiado su 

La aurovertina uniCa e~ partículas sin inhibiCor, evita que 

el inhibidor exógeno se puede reconstituir. Además,. l.a 

fluorescencia de la aurovertina unida en partículas con 

inhibidor es :nucho t:'lenor que la obse:va¿a cuando el inhibidor 
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natural no estg presente (Van de Stadt y Van Dac, 1974). Que 

la presencia del inhibidor natural disminuye la afinidad de 

la F¡ por la aurovertina fue confirmado por Chang y Penefsky 

(1974), quienes observaron que a medida que va dis~inuyendo 

la actividad de ATPasa de partículas sub~itocondriales o de 

la F1 soluble por la adición de inhib~dor purificado, se va 

perdiendo de canera paralela la respuesta de fluorescencia 

del complejo F¡-aurovertina. Cuando se tiene un 90% de 

inhibición por el inhibidor natural, la respuesta de la 

fluorescencia es de un 50~ de la original. Issarte1 y 

colaboradores (1983) encontraron resultados similares con 

respecto a la inhibición por el ~nhibidor natural y la 

fluorescencia relativa del co~?lejo F¡-auTcvertina. AC.ecás, 

deteroinaron que en una F1 ccn inr.ibidor recon5tituido sibue 

habie~do 3 s~tios de u~i6n pa~a la auroverti~a, pero se 

p~erde el sitio de alta af~~ida¿, ~e~iendo entonces los 3 

nucle6't.i.Cos. 

L al., 1987). Se Cebe tener prese~te~ nueva:e~te, c;ue estos 
..... 

datos se han obtenido con sistewas reconstituidos y que, de 

acuerdo con lo discutido en la sección anterior, el co~?lejo 

de J.a F1 con su inhibidor endógeno, podría tener un 

comporteziento distinto. 
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II. OBJETIVOS 

E1 trabajo estará dividido en dos partes, cada una con 

sus objetivos, estrechamente relacionados. 

l. Es claro que no todos los nucleótidos que se lígan a 

la ATP sintasa tienen una función catalítica. Todavía hoy 

existe discusión acerca del papel de los nucleótidos que no 

participan directamente como sustratos. Para ellos se ha 

propuesto una función estructural, o bien, una función 

reguladora. Sobre és~a últiwa, es para el ADP de quien más 

definida~ente se han encontrado sitios reguladores, que se 

hacen e~i¿en~es durante la hidr61is~s activa (Di Píetro et 

al.,, 1960; ~asilyeva et al., 1962; Kironde y Cross, 1986; 

De s.cue:rd.o ccn el "¡:;eca:i.i:¡;¡,o de cam::-.io de unión" 

, ..• 

podrían ind~cir difere~tes estados de la F1, traducidos 

probab1emente cooo conformaciones dis~~nsuibles. 

La au::-o'\.•ertina se ha utilizado co~o monitor de cambios 

conforcacionales de la ATP sintasa. Los trabajos reportados 
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se han concretadc a diferenciar conformaciones inducidas por 

e1 ATP, el ADP y otros nucleótidos, o por cationes como el 

Mg2+, que se detectan por cambios en 1a intensidad de 

f1uorescencia del complejo F1 -aurovertina (Chang y Penefsky, 

1973 y 1974; Satre et al •• 1960; lssartel et al •• 1963a y b). 

Sin embargo, no es claro si en los sistemas utilizados el 

complejo enzit:'la-inhibidor puede llevar a cabo la hidrólisis 

del ATP y si esta posible hidrólisis contribuye a los cambios 

de fluorescencia. 

El objeti"'º de esta primera parte es detect:ar 

distintos estados de la F¡-A7?asa mitocondrial durante la 

hidrólisis del ATP. ~ientras la hidrólisis ocurre~ el 

precisa::;en::e el .:..-;? y el _t..2JI' tie:-i.o;n cc.:i.secuencias opcest:as 

?en~~sky. lSBE). 

El inh:ibidcr :.-.c;;.t:u-::"al de la P....,;.._-A7?.::.:a es un nodulador 

de ~ucha~ de las activida¿es real~zadas pcr esta enzi~a 

(Schwerzmann y Pedersen, 1986. como revisión): la fase 

inicial de la fosforilación oxidativa, la hiórólisis del ATP, 

la conducción de n+ a través del canal Fo y el reca~bio de 

los nucleótidos unidos con los del medio. El inhibidor tiene 
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influencia sobre los sitios reguladores que se han propuesto 

para el ADP (Di Pietro et al., 1986; Penin et al., 1988). 

pero aún no es claro si tiene efectos directos sobre lo que 

ocurre en los sitios catalíticos, sobre todo porque, según 10. 

reporrado por Kalashnikova y co1aboradores (1988). el 

complejo F1-inhibidor no 11eva a cabo la hidrólisis unisitio, 

ni la mu1~isitio. Si esto es así, 1a actividad registTada 

para esta preparación se remite a la catálisis realizada por 

la F1 contaminante, sin inhibidor . }~o obstante, de acuerdo a 

lo que se discutió en "Introducción", el com?lejo F1 con su 

inhibidor endóge~o (F¡-1) puede tener un co~porta~iento 

distinto a1 del cc=~lejo r~constituido, y de aquí la 

bajo condiciones de hidr51~sis u~i~itio y ~ultisitio. 

Por. otra ?ª~te, ~o~re la rr.~s~a lí~ea pla~~eada en el 

11 Übjet:i.'\."O l", el i~hibiC.or e~ dégi::no ?U e de t:er.er una 

coT:fc.~aciones la e~~~ca, nue~amente la 

auro-.. ·e":""t:i.na detectarlas. 

a) Escud±ar el efect:o ¿e la acrc~ert~na sobre el co~plejo F1-

inhi~idor endóge~o, bajo condic~~~es de hid~ólisis o en 

ausencia de ellas. 

b) Determinar si existe una influencia directa de1 inhibidor 

natural, unido en su sitio nati-...•o, sobre los nucle6tidos 

en los sitios catalíticos de la ATP sintasa. 
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111. MATER1ALES Y METODOS 

PREPARAC10NES BIOLOGICAS 

l. AISLAMIENTO DE MITOCO~'DRIAS DE CORAZON DE RES 

Se parte de corazones de vaca frescos ob~enidos de1 

rastro. Se siguió el metodo de Ló~ y Va1lin (1963). Todo el 

procedimiento se rea1iza a 4oc. Se e1imina e1 tejido 

conjuntivo y 1a grasa y se muele 1a carne. A cada 400 g de 

carne mo1ida se añaden 1.2 1 de un amortiguador de sacarosa 

0.25 M, EDTA 0.015 M y Tris-Cl 0.005 N, pH 7.4. Utilizando 

una so1ución saturada de Tris se ajus~a el pH de la 

suspensión a 8.0 y se ho~ogene~za en períodos de 5 s durante 

l min en una licuadora co~ercial ~ar2ng. Se reajusta el pE a 

B.O con Tris sa~uredo. 

E1 ho~ogenei=ado se cen~rifuga a 3,000 rpm Gura~te 10 

min, en un rotor Sorva11 GS3. El sobrenadanre se filtra a 

a 10,000 rp~, 10 ~~n, e~ un rotor Sorvall GSA. Se el~~!na el 

sobrenadante; en 

a:oorti-g,uaGor Ce sacarcsa 0.25 !-!, Tri.s-Cl 0.005 Y., pH 7.:..., y 

Se se -.. -ue} "\.-e 

s~ ~épara~ las dos 

fracciones de precipitado, la superior o ~itocondr~as l~ge~as 

y la inferior o m~tocontlrias pesadas. Con la soluci6n ··de 

sacarosa 0.25 M, Tris 0.005 M, pH 7.4, se ajusta la 

concentración de proteína a 60 mg/ml aproximadamente. Las 

mitocondrias se almacenan a -70 °c. 
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?· OBTENCION DE LA F1-ATPasa MITOCONDRIAL. 

Partiendo de part!cu1as sub~irocondria1es de EDTA 

(Know1es y Penefsky, 1972) se solubiliza, entre otras 

proteínas, a 1a Fi-ATPasa, que se purifica mediante una 

cromatografía de afinidad (Tuena de C-ó=iez-Puyou y Gómez-

Puyou, 1977). 

a) Partículas Submitocondriales de EDTA(Knowles y Penefsky, 

1972). 

Si se inicia esta preparación con 2-2.5 g de 

mitocondrias se obtienen apro>:í::iadat:iente: 600 mg de partículas 

y unos 10-15 ~s de F1-ATPasa. Las ~itocondrias (ligeras o 

pesadas) se llevan a una conce~t~~ci6n de 20 og de 

proteína /ml e:-i un ;:r;edio de sacarcsa O . .:?:S ~,. EDTA O. 002 ?-1 (pR 

7.t.), ajusc~ndose el pH ha~ta 8.7 co~ u~~ soluci6n saturada 

de Tris. Se sonica en alícuc·~as de 50 c1 d~rante 5 períodos 

de 45 s v 15 ~ cie de~ce~~o. e~ un sc~~cador ~~a~son 250. La 

y hi!=}O. 

ro~or Sor~all 553~. 

el sobre::aCant:e 

se cen=rifu~~ a 160, 000 x ~· ~S ~~~ a ~ 0c. La pastilla se 

inicial y se centrifuga bajo las cis::::as condiciones 

anteriores. Final~ente, el precipitado se resuspende en un 

pequefio volu~en de sacarosa 0.25 M, para que la concentraci6n 

de pro'teÍna sea mayor a 30 mf,/ml .. La actividad de ATPasa debe 
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ese.ar a1rededor de 2.Sumol min-1 mg-1. Se almacenan en 

nitrógeno líquido. 

b) Purificación de 1a F¡-ATPasa(Kno~les y Penefsky, 1972; 

TÚ:ena de Gómez-Puyou ~· Gómez-Puyou, 1977). 

La conce~eración de la pareículas de EDTA se lleva a 

30 mg de proteína/ml en un medio de sacarosa O.l M, ATP 0.004 

M y EDTA 0.002 M (pH 7.4) (:r.edio de ATP). Usando una solución 

N, se ajusta el pH a 9.2. Se sonica duran e e 

períodos de 2 min y 1 min de desca~so, 5 veces, cu~dando de 

maneener la te~pe~atura entre 35 y 40°C. A partir de este 

mo~e~to, el resto Ce los ?asos se realiza a Le~peratura 

ar:.b!.ent:e. 

Se centrifuga a 160 9 000 :-: g durante óO t:;.Í.n. El 

µR del sobrenaCa~te se lleva a 5.4 co~ ácido acético 3 N e 

a 8.0 con ~ris sa~urado. Es ~~portante q~e el procedimiento 

descrito en los 4 renglo~eE anter~ores se lleve a cabo en 5 

.:d.n. 

F1 de la AT?asa y póra purificarla se a?rovecha su afinidad 

por el he:-:ila::::ionio :t análogo estructural de la 

oceilguanidina, un inhibidor reversible por KCl de esta 

enzioa. AsÍ:t el sobrenadante se pasa por u~a colu~na (1.5 x 

10 cm) de Seíarosa-hexila=onio (Pharrr.acia):t previawente 

equilibrada 

EDTA 0.002 

con medio de ATP (sacarosa 0.1 

M, pH 8.0), co~ un flujo de 
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colectando fracciones de 6 m1. Se lava con 60 m1 de medio de 

ATP y se eluye con este mismo medio pero con KC1 1 }-1; en 

este paso se colectan fracciones de 3 ml. Típicamente, 1a 

actividad de ATPasa se obtiene entre las fracciones 5 y 6. 

Dichas fracciones se precipitan por separado con un volumen 

de una solución saturada de (NH4)zS04, pH 7.4 y se dejan 

incubando en hielo durante 30 min~ luego de los cuales se 

centrifugan a 15 11 000 rpm 11 15 min a 4ºC. El precipitado se 

resuspende, a te~peratura a~biente, con un mínimo volumen de 

~edio de AT? y posteriormente se agrega e1 mismo volumen de 

sulfato de a~onio saturado. La F¡-ATPasa así resuspendida se 

guarda a 4ºC. Su ac'C.iviclad h:idrolítica Ópt:ima es n:.ayor a las 

90 \,.;.mol de AT? .::..i.n-1 t:.~-1 Ce p:-ot:.eina. 

3. OETE:KClO:K DE"!.. CO!-'.?l.EJO F1-?ROTEl!':A 1!':H1BID0RA (F1-l). 

En su es'C.adc na'C.~vo la ATP sin:asa de la mitocondria 

se encu~nt:-a a~oci~¿a con la p:ote!na inhibidora. De aquí la 

?ara su 

puri~icación SE utiliza~. con ~oclificaciones, los =i.é~odos 

te~er un al~o co~~e~ido de la p~ot~ína in~ibidora; a partir 

de ellas se solubilíza el co~plejo F1-I y se purifica, con 

algunos cambios, mediante la cromatografía de 

descrita para la Fl· 
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a) Preparación de Partículas Submitocondria1es de Mg-ATP. 

Se llevan 1as mitocondrias (ligeras o pesadas) a 10 mg 

de proteína/rol con un medio que contiene sacarosa 0.25 M, ATP 

0.006 M y acetato de magnesio 0.006 M. El pH se ajusta a 6.9 

con una solución concentrada de NaOH. La sonicacc:.'.'±ón y 1as 

centrifugaciones posteriores se realizan de 1a misma manera 

como se describió para las partículas de EDTA. La act~Vidad 

de ATPasa de las partículas de Mg-ATP debe ser menor a 1 

~mol min-1 mg-1. Los rendimientos de proteína son similares a 

1os mencionados para la F1· 

b) ?urificación del co~p1e;o F1-I. 

A 600 mg de part!culas de Xg-ATP se les ajusta el 

volu:::-.en a 50 u:..l con un wed:io dt !-!es-Tri.s 0.02 N (pH 6.8), 

saca~osa 0.25 X, KCl O.~ M. Se c~ntr~fuga ~5 min a 160, 000 x 

g, se descar~a y la pastilla se 

resuspende con 50 ml de sacarosa 0.25 M. Se so~ica durante 2 

=in y l ~in ¿e repose~ 10 veces; es nuy ~mpor~ante cantenecr 

la t¿z?era:ura a 20 ~ SºC con u~ bafio d~ agua y hielo. Se 

hielo, añadi.e:ido !JJP pa=-a obtener 0.1 tr~ =:inal y la pastilla 

se vuelve a sonicar y a centrifugar. Se agrega ADP (0. 1 m!-1) ~ 

se juntan ambos sobrenadantes y se centrifugan a 160, 000 x 

g, 4oc, durante 90 min. Con este sobrenadante se lleva a cabo 

la crocatografía en Sefarosa-hexilamonio. 
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La co1umna (2 x 4 cm) debe encontrarse equi1ibrada con 

,,{edio de ADP (sacarosa 0.25 M, Mes-Tris 0.02 M y ADP O.OH!, 

pH 6.8). El sobrenadante anterior se pasa con un flujo de 1 

ml/ 1.1 min, colectando fracciones de 6 ml. Se lava con 100 

ml de medio de ADP (1 ml/ 0.5 min) y se eluye con este 

mismo medio pero añadiendo KC1 0.5 M (1 ml/ 1.1 min) y 

colectando fracciones de 1 ml. Se juntan las fracciones con 

proteína y actividad de ATPasa y se agregan 313 mg de sulfato 

de amonio sólido/ ml de solución. Se incuba 30 min en hielo, 

se centrifuga 15, 000 rpt:;., 15 min y la pastilla se 

resuspende con un volu~en mínimo de sacarosa 0.25 M, Mes-Tris 

0.02 M y ADP 0.1 m.~. El co=plejo F1-I se guarda en alícuotas 

de U:lOS 10 l a -70°C. Su activida¿ de ATPasa debe 

encontrarse alrededor de 1 mol min-1 mg-1. 
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4. OBTENClON DE LA AUROVERTl.~A 

La aurover'tina es un antibiótico producido por el 

hongo Calcarisporium arbuscu1a. Para su aislamiento se 

extrae con solventes orgánicos tanto e1 medio de cultivo como 

el tticelio del hongo. Posteriormente los componentes de1 

extracto se separan por cromatografía en capa fina y se 

separa la banda correspondiente a la aurovertina. 

a) Cu1~ivo del hongo Ca1caris?orium arbuscula (Linnett y 

Beechey, 1979). 

Se utilizó el o=ganismo ~ arbuscula (NRJU. 3705) 

obtenido de LSDA ARS Culture Collection. Se crece en frascos 

¡;:lic"-::o:l 
lac~ato de a~onio 
1'aCl 
ácido as?á.rtico 
J-~2!=.?0L. 
~~SO..:i 
CaCl.2 

l."s'h.:Lt:sky: 

40.0 t::l 
10.0 ¡; 

5.0 ¡; 
4.0 ¡; 
2.5 g 
O.L. ~ 
o. l ¡; 

Se ¿~suelve en l 1. ¿e a~ua d~stil~da y se ajusta el pH a 7.0 

Los f~ascos inocul~dcs se man~ienen a :6°C en la 

e~ 10 6 ~O Cías el nicelio ha 

b) 0b'tenci6n de extracto de Calca~isporiuc arbuscula. 

Todo el procedimiento se realiza con 1uz verde o 

tenue. A 25 ml del Qed~o de cult~vo> incluyendo el m~cel~o> 

se agregan 5 vol.Ú1=.enes de acetona y se ag,ita vigorosamente 
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durante 1 5 2 h. Se pasa a travEs de un fi1tro de vidrio y e1 

materia1 insoluble se vuelve a extraer con acetona (unos 50 

m1). Se 

adiciona 

juntan los extractos de acetona (x 

agua dest~lada (x/2 ml) y se extrae 

m1), se 

3 veces 

les 

con 

cloroformo (x/2 ml) utilizando un e~budo de separación. Se 

combinan los extractos de cloroformo y se secan agregando 

MgS04 o ~J1S04. El extracto seco se filtra~ se evapora el 

cloroformo en un rota,:apor y se almacena a -70ºC protegido de 

la luz. 

e) Aisla~iento de la aurcvertina. 

El extracto clorofórmico descrito en el 

anterior se aplica a p~acas de silica-gel de 2 :::. Oe 

párrafo 

espesor 

con indicador fluoresce~te 60 F25~ (~erck 5717) y se corre 

con u:oa ¡¡¡ezcla cie clc·rcfo~o-ac.etc:-:.c=. (~:}). Las bandas se 

o~servan co~ luz cl~~av~oleta de 360 n~ y se separa la zo~a 

con Rf e~~re 0.26 y 0.56, corr~S?O~¿ie~:e a las bandas de 

36, 100 (Iss.:=.rtel e~ al .. ~ 1983). 
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PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

l. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTE1NA. 

a) Método del biuret (Gornall et al., 1949). 

Este método se utilizó~ con modificaciones para 

proteínas membranales, para cuantificar la proteína de las 

suspensiones de mitocondrias y partículas submitocondriales. 

A una fracción que contensa de 0.1-2.0 mg de proteína se le 

agrégan 0.8 ml de agua, 0.2 ml de desoxic~lato de sodio al 2% 

y 2.0 ml del reactivo de b~uret (1.5 g cie CuS04 y 6.0 g de 

tartrato de ~a y }: se lleva!'1 a 500 t:'.l con a.gua; se Bbreg.a:-i 

300 ml de ~aOE al lO~ y se afc=a a 1 1. Toda la soluci6n se 

hace con agua destilada y hervida). Se agi~a e incu~a durance 

15 min y se lee a 5~0 n~ cont=a un tubo b2anco s~n proteína. 

i::.g de 

albGc~na en el e~sayc p=oduct u~a ~b~or~~~cia de 0.085. 

le afiaden 3 el de ~oluci6n C (ver abajo). Despu¡s de ag~tar y 

de incubar ¿urante 10 min a te=?eratura a~~ien~e se agregan. 

a1 mismo tiempo que se ag~ta. 0.3 ~l de solución D (ver 

abajo). Luego de 45 nin a te~peratura ambiente se lee. contra 

un tubo blanco sin p-::-oteína. a 660 n::::i. La cur,.,~a estándar se 
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,,, 

hace con albúmina de bovino; en el ensayo. 1 O ¡_i g de al búrnina 

tienen una absorbencia de O.OS. Las so1uciones utilizadas 

son: 

- Solución A: NazC03 al 2%. NaOH al 0.4%. tartrato de Na2 al 
0.16% y SDS a1 l % 

Solución B: CuS04-S HzO a1 4% 

So1ución C: 100 volúmenes de solución A/ 1 volumen de 
solución B 

- Solución D: 1 volumen de reactivo de Fo1in-Cioca1teau/ 1 
volumen de HzO. 

Las soluciones C y D deben utilizarse recién 

preparadas. 

2. DETE~~INACION DE LA ACTIVIDAD DE ATPasa 

La actividad para hi¿rolizar el ATP de la F1 en las 

difere~tes preparacio~es se cuantificó por 3 diferentes 

mé~odos. s~gún la se~sibilidad requerida. 

a) M€~o¿o de Fiske v Subb.s.Ro~ (1925). 

l.~n.a ~u~scra de pro~eína (30 :.: ¡; de partículas 

submitocondrial~s. l~ g de F1 ó 5-30 ~g de complejo Fi-1) se 

lleva a un voluwe::i. Ce O. 1 1:'.l con sac.s.rc-sa O. 25 !-1. Tris-Cl 

que co.-itie:1e: 

m..':. final) y 3.65 V de piruva~o cinasa/ el. Se incuba a 30ºC 

(5-10 min para las partículas submitocondriales y para F1-I y 

de 0.5-1 min para la F¡) y se detiene la reacc~ón por 1a 

adición de 0.1 m1 de &cido tricloroacético (TCA) a1 30%, 
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dejando 1os tubos en hie1o. Para1e1amente, O.l m1 de 1a 

enzima en sacarosa se agregan directamente en O.l ml de TCA, 

antes de añadir el medio de reacción (blancos con TCA). Se 

centrifuga durante 5 min en una centrífuga clínica y de1 

sobrenadante se toman 0.2 m1 que se agregan a 0.8 m1 de agua. 

A esta mezcla se añaden 0.25 m1 de una solución de molibdato 

(a 800 ml de agua destilada se agregan lentamente, en frío, 

111 m1 de H2S04 36 N y, posteriormente, 50 g de molibdato de 

amonio; el volumen se completa a 1 1 con agua) y 0.25 m1 de 

una solución de E1on (Kodak) (10 g de sulfato de e1on y 30 g 

de metabisulfito de Na se aforan a 1 con a~ua). Luego de 15 

min de se leen las 

ouestras a 660 nrr. contra un ~ubo bla~co (1 el de agua, 0.25 

~l de oolibdato y 0.25 ~1 de Elon). La curva estándar se hace 

a partir de u~a soluc~ón 2.5 0-~ de B3PO~, de la cual 250 

nnolas producen una a~~orbencia de 0.3¿. Fara calcular la 

Acti.'\.·ida.G (_:::.0l,'=:~) = (D.O. rr,·..:.e:~tra - D.O. blancc, con TCA) >:. 
[vol de reacc~5n (0.~5 =1)/ ~ol sobr~~acl&n~e (0.20 cl)}x [250 
no::i.olas PiÍ D.O. 660 r..:=. (O.:;...:)) :·: 1/ p~ot.t:ír.a (..: S) 

Se ?uede d~v~¿~r en~re el ~ie~pc de reacci6~ a 30°C para 
o~te~er la ac~iv!2a¿ ~~ .. ~cl/~in'=~-

act~vidades en=~ciricas de la AT?asa, de la piruvato c~nasa 

(PK) y de la deshidrogenasa láctica (DL): 

ATPasa PK 
ATP =.;;:=:::::t= _.;np + ?1 ::;:::= ATP + piru,..-ato 

PEP 
PEP = fosfoenolpiruvato 
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Se cuantifica la pendiente de desaparición de1 NADH sabiendo 

que. e1 E340 es de 6.22 m!-~-1 cm-1 

La muestra de ATPasa se agrega en 2 ml de un medio de 

reacción, cuya absorbencia se ha ajustado previamente a 1.0 

y que contiene: 2 ml de sacarosa 50 ttlM./ Tris 50 triM (pH 8. O)/ 

KCl 30 rri!-1/ MgClz 3 mM, ATP 3 w!, fosfoenolpiruvato 1.5 mM, 

5.5 U de piruvato cinasa, 30 U de deshidrogenasa láctica y 

0.207 mM de NADH. La actividad de ATPasa se calcula de 

acuerdo con: 

Actividad = 
(.,mol /min /mg) 

D.Q. X 2 ml 

6 .. 22 x l min x proteína (mg) 

e) Cuantificación de~; liberado (De Meis et al. 1983). 

Se ¿ett=r:::i.ina la car.t.id.ad Ce 32p:i liberado a partir de 

una alícuota de [-, -=~P]ATP pres.::nte en el nedio de reacción .. 

Fara ¡r,a":""car e:l AT? en el foEfato ga=--.a con 32pi se lleva a 

26ºC con una '::IE'::.cla Ge reacc:i.ó:-1 que co:-:tiene Tris-Cl 50 tr.!-~ 

ATP 5 -;:::;·~, O. 1 =:.l cie 

¡¡;.ercaptoetanol, de: 3-:::os:f.:;tC' 

deshidrogt~asa v 1~0~ g de 3-P-gJicera~ocinasa.. Dcs?ués de 

incubado se a5aden 50 ml de e~anol y se lava el frasco o tubo 

de reacc~5n con 10 ml de etanol al 17% (v/v). Se liofiliza 

hasta casi. secar y se pasa por una colur=....-ia (3 .. 5 :>: 0.5 cm) con 

1 g de resina AG lx8 (BioRad). Se carga la columna después de 
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1. 

'¡ 

filt::rar e1 líquido a rravés de papel \..'1lar:an l. lavándolo con 

10 ml de agua y se eluye con 40 ml de ~"'H.:.,Cl 20 t:J!-! en HCl 0.02 

N para eliminar el A.VJ>. el ADP y el Pi. Posreriormenre. se 

lava con agua para deshacerse del XH4+ y finalmenre el [y-

32P]ATP se eluye con HCl 0.25 N. Los 15-17 ml que se obt::ienen 

se colect::an en hielo y el pH se ajusta a 6.8 con unos 3-3.4 

mJ. de una solución de Tris 1 M. 

Para medir el 32pi producto de la actividad de ATPasa 

de la F1 o del co~plejo F1-1 se toma una alícuota de 0.3-0.5 

ml (según los experimentos que se describ:irán I::i.ás adelante) y 

se la a5aden 0.3 ml de acetona, 0.5 ~l de reactivo de 

l:lOlibdat:o (descrit::o ant:er:icn:1ente en el ~érodo de Fiske-

SubbsRo-..-) "bla:i.co" 

contienen lo ~is~~ ~ue los ?rob1e=a, sélo ~ue sin a5aclir 

proteína. se 

centrifuga en una ce~tr!fuga clinica ¿cra~te 30 s. En la fase 

papel filt:ro (3.0 x 9.0 e~); se ¿ejE secar y se coloca en 

viales que co~:ie~en la Dezcla cle c~~~e::eo de ~ray (5.5 g de 

de:.ter:=.~na en ur. cc:-.=.e.Gor C.; Cf:T1telleo :e:-~k::.ar-. L5 lOOC. La 

Actividad (nmolas Pi/~g proteína) = (cpw proble~a cpm 
"blanco") :x [(vol. reacción/ vol. sobre:1ada:nte) >: (vol. total 
fase org&nica/ vol. nuestra en papel filt:ro) x (!/Actividad 
Específica 32pi en el medio de reacción) x (l/proteína (mg)] 
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d) Estimulación de la actividad de ATPa5a del complejo F1-I. 

Es posible liberar a la F¡ de la acción de la proteína 

inhibidora, incubando al cowplejo en un medio con ATP, en 

ausencia de ~asnesio y a una tecperacura de SOºC (Adoifsen et 

al., 1975; Feinstein y Moudrianakis, 1964). El resultado es 

una estimulación de su acti'\.·idad de ATPasa y representa un 

criterio que indica que la baja actividad hidrolítica de la 

Fi-latente 

inhibidora. 

se debe a su interacción con la proteína 

El meCio de acti'\.~ación contiene Tris-Ac 0.05 M, ATP 

O. 01 M, EDTA 1. 3 -:i:.'1 v sacarosa O. 25 M. Cuando la t:e!:lperatura 

es de 50ºC se agrega F1-I pa=a obtener una concentración de 

0.02 ms/cl. A dife=cntes tie=?~S (de 0.5 a 60 Din) se to~an 

alícuotas de 0.2¿ ~l que se colocan en tu~cs que con~~enen 

se cierie~e pe~ 12 2~~=~6~ ¿~ 0.1 ~l de icidQ tricloroac~t~co 

al 30~. Fa=a Cb~a ¿ife~e~te t~€=?0 de incu~aci6n en el medio 

de accivaci6~ se to=a c~a alícuota que directa~en~e Fe a5ade 

se Ó.E:SCUE~::.a ée 

~€todo de Fiske y SubbaRo~ (~e= arriba). 

3. INTERACC!O!' DE LA Al."ROVERTINA CON LA F1 Y CON EL COMPLEJO 

F1-I. 

a) Filtración-Cen~rifugación de F¡ v de Fi-I en colum..~as de 

colu~nas de Sephade>: G-50. 
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Para 1os experimentos que se describen a continuación 

se e1iminaron 1os nuc1eótidos reca~biab1es de 1a F1 y del 

comp1ejo F1-1 por centrifugación rápida de 1a enzima en 

coJ.umnas de l ml con Sephadex G-50 fino (Penefsky, 1977). La 

resina estaba equilibrada con sacarosa 0.15 M. Tris 0.01 M 

(pH 7.4), gJ.iceroJ. al 7.5% (v/v) (STG). Una a1ícuota 

concentrada de enzima (15-30 mg/ml), cuyo vo1umen no debe 

sobrepasar J.os 50 "J., se aplicó en J.a co1umna e 

inmediatamente se centrifugó, recibiéndose en un tubo de 

ensaye. Lo anterior se realiza a te~peratura ambiente si 1a 

O) Efecto de la atrc-·,;erti:-.a :-o'"::i::-e la ac"tividad de la AT?asa. 

La auro~ertina posee 3 sitios ¿e unión en la F;, l por 

1 de ellos es de alta afi-:i.iciad (Kn= l'.- !-1) y 

dos tienen ::-. .::no-:- a:ini¿ad (Kn= !..-6_. !-n (I&sartel et al., 

sitios, 

concentraci5~ de 

El =~dio ¿¿ incubaci5n utilizado fue 

STG, con o~jeto ¿e h&cer cc·=?BTableE los experi~entos donde 

se clo:-.de 

"C.:iC:i.é la !.Juc..-:-tscE::.-.c::.z ':-.:¿-:- :::~= z..Ce-:a::-;::E:) .. :..e. =oluc.'i.ór. de 
1 , 

cu~dando ¿e; no sobre?asar ¿el 5~ de ~e:anol en el medio, para 

evitar efecto del solvente sobre la ATPasa. No obstante, se 

hicieron 1os controles adecuados con 1as cantidades 

equivalentes de metanol. Se at,reg.aron 1-2 "".1g de F1 ó 15-30 '\..lg 

de F1-1 y se incubó a te:?eratura a~biente en la oscuridad. 
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E1 efecto máximo de 1a aurovertina sobre la actividad de 

ATPasa se pTesentó a las 1.5 ó 2 horas de incubación. Después 

de este tiempo se agregó el medio de reacción y se determinó 

la actividad de ATPasa como se indicó anteriormente. 

e) Determinación de 1a fluorescencia de1 complejo Fl-

aurovertina. 

La aurovertina es un compuesto que posee una 

fluorescencia basal que aumenta cuando se encuentra unida a 

la F¡ (Chang y Pene~sky, 1973). La fluorescencia se siguió 

u~ando un fluoró;::.etro P.~i':1co SL?-~. Las lo:-::gitudes de onda de 

exci.tació:-i y de e.:::isión :fueron 385 y 475 n~, re.specri-.. ·a.me~te, 

de acuerdo con les es?ectrcs de exciLac~6n y de e:isi6n que 

se prese~tan en la Fig. 1~. D~E?~ls de ~ncubsr a J.a 

en la cubeta fu-=::-o=-;. 50 y :oc. >L.'-:~ :'."éF;:•E::c~i·.-a::.e:-.te. Tanto la 

fluoresce:;cia 

fue esrable cc~~dc :e~os duran~e 10 h. ~n ?Tese~cia del 

g.11.cerol 

20;_. 

4. OTROS ?RC1CE~I~~E~70S 

• \! a) De~e~~~r.acié~ de la co~centración de los nucleóti¿os en 

solución .. 

Para de~e~inar las concentraciones de las soluciones 

de ATP y de AD? se util~zó un E259= 15 .. 4 tl.~-1 cro-1 (Grub~eyer 

et· al •• 1982). 
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IV. RESULTADOS 

PARTE I. CAMBIOS CONFORMACIONALES DEL CO~:PLEJO F1 -AUROVERTINA 

DURANTE LA CATALISIS UNISITlO Y MULTISITIO. 

En los estudios realizados sobre los cambios de 

f1uorescencia del complejo F1-aurovertina provocados por la 

adición del ATP, no es claro si bajo las condici~nes 

experimentales puede o no llevarse a cabo la hidrólisis de 

este sustrato, y si la presencia de productos de esta 

actividad contribuye o no a l.os cambios de fluorescencia 

registrados (Chang y Penefsky, 1973, 1974; Satre et al., 

1980; Issartel et al., 1983a y b; Lunarei et al., 1986). Por 

esta razón se hizo un curso tecporal de la acti~idad de 

hidr6lisis de ATP del co~plejo F1-aurovercina que, segGn se 

muestra en la Tabla I, es C~?az de catélizar esta reacción 

aunque a bajas velocid~des. 

Act:i''.~iclad ñidro1 :Ít:ica Gel co::-.?J eic ?l.-aurcverc:i.na. 

El cor:::plejo F1 -ai..::-overt. i.:V -;:e;_ :-e.pé:-Ó segú;-i se dE:scribe en 
"Proced::.~ie::nt:cis E:·:pt:-r:i:::n~:-:.~a.2.~s" .. La ccnce:-.":"ración de ATF en el 
medio :fue de 1.5 ~-~~ si.:-:i !'~g~- .::.::a.CiCo. J... los cier:;pos 
se5ala¿cs se co:aro~ al!cucteE de (t.2 =2 sue cQn~e~!a~ 2 ~ g 
de e~=::.~a; Ee a~:-eg&ron C·.0~ ~l ¿e 1CA 2: ~~~ ?~=-~ a=ar la 
reacc::.6~ y se c~a~~ificC la c2~:::.~~d ¿E ~~?i l:i.~ ra¿o al 
r.~dio, cc::;.c se Ce::-c:-i'be e~ ''?ro::E-C.:..::.::.(01,:·.:·E E.:-:;:,¿.r:i.::-.c-:-. ale=". 

o. 17 0.60 

1. o 0.88 

3.0 1.49 

10.0 2.33 
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Al agregar ATP 1. 5 m.'1 al complejo F1 -aurovert:ina se 

puede observar, de acuerdo a lo que ya se había reportado, 

que existe un apagamiento de la fluorescencia (Fig. lA); sin 

embargo, si la cantidad de ATP adicionada se disn:inuye hasta 

0.03 mM, entonces se observa un apagamiento seguido de una 

recuperación de la intensidad de fluorescencia, sobrepasando 

el nivel original (Fig. lB). Tanto el tieopo de apagamiento 

de la fluorescencia coco la velocidad de la regeneración de 

la intensidad son deper1dientes de la concentración de ATP que 

genera el ca~~io (~a~la II). 

TP.51.A I I 

Efecto de distintas cc0 nce;;;t"raci.ones de ATP sob=-e l.a 
fluores.:enci.a ¿e} co~~leio F¡-aur~~erti.na 

En todos les ca~o: se =.é.:--.~uvc co~st.a;-:i:.e l.:. co:--1.:ent..ración de 
F1 en 50 n.~. Se dc~er=~né el t"iE~?C t"r~~scurrido ~ara o~tener 
el n.i.vel ~r~~=o ~e !l~cresc~~c~a (t~e=?c de a?aga~!~nt"o de 
fluoresce:-ncia) ;.-•:.--c'..·ccaCc ?C•r la ;;.Ci.c:ié:: cie AT? en las 
concentracic~es ~~¿jca¿aE. ~a~~i€:: se :!¿i6 la ?endiente 
~&xi~a del ~r&zc ¿u~a~te la ~ege~er~ci6~ de la i~~e::s1¿a¿ de 
fluoresce c~a (',.·e:cc!¿&¿ ¿~ re~e~e=-eci6:--.). ~aE ccn¿ic~ones 

pa-a ~e er=!::~r la f2ucrc~c~~cia se descri~i~~o:: en 
''?;.oced~=- er:.tcE ~:-:;:·e;~::-.e:--.¡:;:J.~~··. 

AT? 

o.so 

0.20 

0.1 o 

0.08 

0.06 

0.04 

0.02 

s 

80. 

53 

3S 

26 

2S 

21 

18 

Ve:ocióa¿ de R~ge~erac~6~ 
~ r /sª 

0.05 

0.08 

0.16 

o.2s 

o.so 

a pendí.ente de la ·recuperación de 1a f1uorescencia 
b No determinada 
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Si en el medio se agrega EDTA~ entonces la velocidad 

de regeneración de la fluorescencia después del apagamiento 

inducido por ATP, disreinuye considerablemente (Tabla III) y, 

de manera paralela, la actividad hidrolítica del complejo F1-

aurovertina en presencia de EDTA 0.05 tn.~ es 20 veces menor a 

la del complejo sin EDTA (Tabla IV; co~parar con Tabla I): 

TABLA 1-II 

Recuperación del apasa=.1ento de fluorescencia del complejo 
!:,1-auro-..:rertina induci.do por ATP, 

en pre~enc1a de difere~tes concentraciones de EDTA. 

La concentrac~ón cie F1 en ~a cu~eta era Ce 50 nM. El 
apagamiento de la fluore&cencia se induje po~ la ad~ción de 
AT? 0.03 n:.~. Se de~e~inó la pe~tliente del trazo cua~do la 
intensiCad de fluoresce~c~a e=?éZÓ a au~e~tar. 

EDTA 

o.o 
0.010 
0.015 
0.020 
0.025 
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TABLA I\' 

Hidrólisis de ATP del co~plejo F¡-aurovertina 
en presencia de EDTA 

El experimento se hizo del mismo modo como se describió en la 
Tabla I, sólo que agregando, donde se indica, EDTA 0.05 m.M 

Tiempo 

min 

0.17 

l.0 

3.0 

10.0 

Actividad hidrol~tica 

ATP 0.03 mN 
EDTA O.O m.111 

ATP 0.03 mM 
EDTA O.OS mM 

1-J mol/ mg 

0.32 0.02 

0.84 0.04 

l. 16 o. l l 

l. 21 0.43 

En la Figura 2 se muestra que el Mg2+ es capaz de 

re ..... ~ertir el efecto del EDTA sobre la recuperación de la 

fluoresce:lcia. Es decir, la s.dici6':1. de MgCl2 0.06 m!-1 en un 

medio con EDTA O. 05 'In!-: ¡:.e::-rr.i te la recupeTa ción de la 

fluorescencia de un trazo cuya intensidad había dis~inuido 

por la adición cie ATP 0.03 ~1. 

La Figura 3 resume to¿as las co~eicio~es presentadas 

hast:.::. el ;::-,o=.ent:c y =:ut::stra :..c=. .::<=.nt::idaC pcrce:-:::ual de .AT? que 

el co~plejo F¡-acrovertina ha consu~~do parte del sustrato. 

Cuando 1a concentración inicial de AT? es 1.5 ml-!, todavía a 

los 10 min existe un 98~~ de la cantidad inicial de AT? en el 

medio. En ca~bio, cuando la concentración de ATP es de 0.03 

m!-!, en prácticaoente 1 n:.in de reacción ya se ha consumido el 

50% del ATP. Con esta misma concentración de nucleótido, pero 
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en presencia de EDTA 0.05 m...'1 ,, todavía queda el L.lo% de1 ATP 

original después de 10 min. En esta última condición,, la 

adición de MgC12 O. 06 'tcl-1 permite el rápido consuoo del ATP. 

Los resultados anteriores sugieren que el ATP puede 

inducir un apaga4.iento de la fluorescencia del co=plejo F1-

aurovertina y una posterior Tebeneración,, sie~pre y cuando e1 

ATP se ?Ueda hidrolizar y, ade~ás, la can~idad presente sea 

limitada y se co~suwa en el tie~?º durante el cual se 

registra el trazo. ~!3.entras haya AT? en el oedio, el aumento 

de fluorescenc~a ~o se ob~erva. en prtsencia 

J.a . . - ~ . - -- . . 
~~~~~E~c¿: ce ~a =-~=~~~e€~-=~~ ~= F~ ~~~~~~~~ 

O. Cl _.._. 

---·~-----· •-'"'-•· - . .:;.. .. <;:._, 

de 

el 

p~ovoca el &?aga~~ento de la !luoreEce~c~a pero ya ~o existe 

la recuperación (Fig. 6,, trazo de la derecha). Es necesario 

aclarar GUe,, en este caso, la rege~erac~5~ de la ~n~ensidad 

de fluorescencia no llega a reba~ar el n~vel or~g~nal, 
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probablemente porque los nucleótidos recambiables presentes 

en 1as partículas no fueron removidos por filtraci6n a trav€s 

de Sephadex G-50. 

Con los experimentos anteriores no se puede descartar 

1a posibilidad de que los cambios de fluorescencia observados 

se deban a los nucleótidos que llenan sitios reguladores. o 

bien. a los que se encuentran en sitios catalíticos. a pesar 

de que el co=plejo F1-aurovert:ina está hidrolizando el ATP. 

Si se deten::ina la fluorescencia en concl~ciones en que se 

lleve a ca~o la hiCr6lisis del AT? en un solo sitio 

catalítico. se obser~a el tra~o de la Figu=a 7 (ver t:a~bi€n 

la Fi.~ura 93) 

c.:=-:.alí-::iccs 

::¡ue la 

s:t:.a al 

en la 

de los 

apagamiento de la fluorescencia porque gst:e se une en el 

misoo tipo de sitios donde se liga el AT?, teniendo en cuenta 

que es un inhibidor cocpetit:ivo cl§s~co. pero en este caso. 

77 



0.2 

e;: 

C5 
E - 0.1 

o: 
o 
E 

5 lO 

Tiempo (S) 

:F1-~;.;:-c-.-i:--:--:.::-:.~ 

15 20 

'i. .. :;;; :.: :i ¿e _. :·_-=-~-'--""-_"-_"----~=;' Ce_·¿:'. e:'.. e·-=--~:;- CE:. i.":-. :i ~ i <:- j_o. .;_} 
e e-._;.: E~- eo : ~ - ~'..:.-::,-.E.-:-::'.. . .s \. ~ ~ :. :-_'-: ¿e ? l . 1 • 7 -- :!--:'.. ::. r 
é.'....':""C"Yt"!'":.:>:-·.;;..:. ::-.; E:?-.e:.=.:.[1: --7-°!" ....:.:.:-? jf_: ':'"~·:) ~~ :"..i~':°:.:'71 

-J -._ 

- - :" i. é..: :: :: ._.: :. E:.~ €, 

::::.-.; .:::-:..:-..:--:-.·~~:t:.'')' 



no existe ADP producto de 2a hidró2isis (Fig. 5). Lo mismo 

pasa con el. complejo aurovertina-F1 me::nbranal inhibido con 

oligomici.na (Fig. 6): prácticamente no hay ADP producto de ].a 

hidrólisis y no se observa el aumento en la fluorescencia. El 

ITP es un sustrato que se puede hidrolizar tan eficientemente 

co~o el. ATP pero, a dife~encia del ADP, el IDP tiene una 

a~inidad ~uy baja por la F1 (Schuster et al., 1976), de tal 

manera que el complejo F1-IDP es ttuy inestable. Al agregar 

ITP al. co;::iplejo Fi-aurovertina observawos el mis:no t:ipo de 

de la fluo~e~cencia. r;o cbsta~:e, no se ~Ebasa e]. nivel 

(Fig. 8). a~::'lc;ue el I::l? ~ prc·voca un leve 

Ge la 

Fi • 

Se 

o. 03 -·.· 

555 :-.Y de 

.::oi tio 

catclícico (F~g. 

hid~5lisis que ocurrE en el pri~er sitio cacal~tic~~ 

un estado de la enzíma distinto al alcánZédo por lG unión de 

AD? proveniente de2 ::::::.eC:ío .. La porc:i.ó:i del trazo 

correspondiente al a?a¡;a:<:liento provocado por el AT? 155 r~'! no 
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I 
1 

ITP 

i 
F 1 - Aurovertina -

5 min 

FIG. 8.Cambios de fluorescencia del Co~p1ejo F1-Aurovertina 
inducidos por ~TP v por IDP. Las condiciones 
experimen~a1es se describieron en el pie de 1a Fig. 
1.. Donde se indica, se agregó ITP o IDP (O .. 03 m?-1 en 
ambos casos). 
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s~ alcanza a observar debido a la escala de tiempo utilizada 

(comparar con la F1g. 7). 

PARTE Il. lNTERACClON DE LA AUROVERTINA CON EL COMPLEJO F¡ -I 

La aurovertina es un inhibidor no competitivo de las 

F¡-AT?asas (Lunardi et al., 1956). La curva de inhibició~ que 

se obtie~e después de incubar a la F¡ con dist:intas 

concenrraciones de aurovert:ina se muestra en la Fig. lOA. Al 

contrario de lo que se obse~va con la F1, el efecto de la 

sobre el co~plejo F¡ co~ su inhibidor e~Cógeno 

(F1-I) es Ce e:;.L.1.:::üu2.aci.6n. de su e:c-=-:I....-iCad hiO::rolít:!.ca 

105). En la Ta~la V se ~ue~~ra el curso ~e:poral de la 

EJ 
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Para determinar si 1a presencia del inhibidor endógeno 

tiene relación con el efecto activador de la aurovertina 

sobre la hidrólisis de1 complejo Fi-1, se 1iberó la acción 

del inhibidor incubando a la enzima con ATP 1 O m..'1, sin Mg2+ y 

(Adolfsen et al., 1975). En estas condiciones, J.a 

actividad basal de Fi-I, ~ue es de aproxi~adaoente 

auwenta hasta unas 60-80 ~ool min-1 mg-1. Así 

est~mulado, el cocplejo F1-I es ~nhib~ble por aurovertina, de 

. . . ce ...:..:. ;.'::-E: s.;,:-.c:.z. Cel _t,.T? la 

hidro1izando AT?, entonces es capaz de i~h~bir en u~ 30~ esta 

actividad de AT?asa de F1-I, inhibiciór. que pe~a~ece por un 

período de cuando ~enos l h (Fig. 13). Así, el efecto de la 
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aurovertina sobre el mismo complejo depende del estado de la 

enzima: estimula la actividad de F1-I en reposo pero inhibe 

a1 F¡-I que está hidro1izando. De aquí surge la pregunta de 

si e1 efecto inhibidor de la aurovertina sobre e1 complejo 

activo, está relacionado con presencia de 

nuc1eótidos, ATP o ADP, en los sitios cata1íticos de 1a 

enzima. Por esta razón, se realizó el experimento de 1a Fig. 

14, para determinar, primero, si el complejo F¡-I es capaz de 

llevar a cabo 1a hidrólisis del ATP en un sólo sitio 

catalítico y, segundo, para saber si bajo estas condiciones 

el complejo F1-I preincubado con aurovertina tiene actividad 

de ATPasa. Es claro que la F1 con su inhibidor endógeno 

presenta actividad de ATPasa en un sitio catalítico. Su 

velocidad es menor con respecto a la de 1a F¡, cuando menos 

durante los primeros 60 s, pero en ambos casos se 11egan a 

liberar entre 0.16 y 0.18 moles de Pi/ mol de enzima, a los 

30 s aproximadamente en el caso de 1a F¡ y poco después de 

los 60 s de reacción para el caso de la F1-I (no se mue~tra). 
/ 

El complejo F1-I-aurovertina (o~-o, en la Fig. 14) presenta, 

en este sentido, un comportamiento en todo comparable al de 

En contraste, en un medio que con:enÍa auroverrina y 

ATP en proporción de 1 mo1 de sustrato/ 3 moles de enzima, se 

agregó F¡-I; bajo estas condiciones se obtiene una inhibición 

por aurovertina de1 95-98% de 1a actividad hidro1ítica de1 

comp1ejo F¡-I (Fig. 15A). De modo interesante, la aurovertina 

presenta un efecto inhibidor sobre 1a F¡ (sin inhibidor 

endógeno) hidro1izaodo en cond~ciones de.unisitio, a~nque con 
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menor potencia en re1acíón con 1a inhibición observada para 

F¡-I (Fig. 15B)- Nuevamente, e1 efecto de 13 aurovertina 

sobre 1a enzitna en reposo y sobre 1a que est:á t:rabajando es 

perfectamente distinguible. 

E1 hecho de que el complejo Fi-I se pre incube con 

aurovertina en condiciones en que lleve a cabo la hidrólisis 

con 1 mol de ATP/ 3 moles de enzima (condiciones de 1a Fig. 

lSA), no í~pide que la F¡-I con aurovert:ina tenga una mayor 

velocidad de hidrólisis de ATP ~ultisit:io que 1a Fi-1 

preincu'ba¿a de ¡::,ocle s:i:rr.i.lar pero sín auro .... ·ertina (Fig.. 16) .. 

Es ¿ecir, a ?~sar de que la hidrólisis uni~itio es 

incubaci6n y ~ue entre les 5 y los lü c~n e~ce ..... .-a:or no 

rebasa el 55~ . Si des?ués de esta incu~ación se abrega ATP, 

sin oarca raC.i.oc:i.cti .... •a, suficiente para saturar a todos los 

sitios ca~alít:icos, entonces prácticaoence se co~suoe toC.o el 
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[-y-32p]ATP añadido inicial.mente (recuadro del.a Fig. 17). 

Para el. compl.ejo F1-I el. consumo de [y-32p]ATP es también 

del. 55% ~entre l.os 5 y l.os 10 min de incubación bajo 

condiciones de bidr61isis unisitio, en tanto que para la F1-I 

con aurovertina agregada sobre e1 comp1ejo catalíticamente 

activo (condiciones descritas en el experimento de la Fig. 

15), al.os 10 min sólo se ha consumido un 13% del. [ 1~32p]ATP. 

Ni en F¡-I ni en el complejo Fi-I con aurovertina, la adición 

de ATP 3 mM altera de manera importante los valores de 32p 

consumido durante la hidrólisis unisitio (Fig. 17). 
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V. DISCUSION 

El complejo F¡-aurovertina puede catalizar la hidrólisis del 

~ 

La aurovertina es un potente inhibidor de la reacción 

catalizada por la ATP sintasa, tanto en su sentido sintético 

como en el hidrolítico (Lardy et al., 1964; Lardy y Lin, 

1969; Chang y Penefsky, 1974; Issartel et al., 1983a y b). 

Muchos autores han mostrado que el complejo F¡-aurovertina es 

capaz de unir nucleóridcs y cationes y, además, de caobiar de 

confon:.ación en res?ue~ta a tal in~eracción. Los ca~bios de 

ccnfo=-o:;ació:: se :Lnfic:ren a partir ¿e las Yariaciones en la 

cO~?lejo F¡-a~~overtina e:: ausenc!a o E~ presencia de EDTA 

O. 05 ~"! (la inhibición por EDTA es del 95;~ luego de min de 

reacción y del 65~~ a los 1 O min), y en la Figura 3 se observa 

que el ATP que se consuwe des?ués de 1 =in en prese~cia de 

95 



EDTA (ATP 0.03 m..~, EDTA 0.05 m.~), no es ni siquiera del 1%. 

Esto sugiere que la inhibición se debe a la· cantidad limitada 

de sustrato Mg-ATP para el complejo F1-aurovertina. Bajo las 

condiciones experimentales probadas en este trabajo. es 

decir, incubando al antibiótico con la enzima durante 2 h, la 

inhibición de la actividad hidrolítica es de un 98%, siendo 

posible que la activiCad rewanente se deba al complejo F1-

aurover-cina o, alternati'\.-a.wente, a que el 2'~ de las enzimas 

resistentes a la aurovercina sean las responsa.bles de la 

act:ivida.d C.ete::-min.s.da .. Si.':1 e::,::.argo, é:"t.a última. posibilidad 

dat:os ce 't'!""~zcs de 

de la velocidad de hidrólisis, la wenor pendiente en la 

recuperaci6n del trazo de fluorescencia. y el aucento de las 

concentraciones de EDTA e~ el wedio (Tab~a III). Otros datos 

aportan evidencia de que :ientras pueda ocurrir la hidrólisis 
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de1 ATP, se observa e1 aumento de fluorescencia después de1 

apagamiento inducido por el ATP. La adición de Mg2+ excedente 

a 1a concentración de EDTA, provoca, por un lado, que se 

presente el aumento de la fluorescencia en un trazo donde e1 

ATP había provocado e1 apagamiento (Fig. 2) y, por otro lado 

pero de manera paralela 7 que la concentración inicial de ATP 

disminuya bruscamente por aumentar la '\.·e loe id ad de hidrólisis 

(Fig. 3, líneas o--o ~ •---•):Si la hidrólisis no se 

presenta, se observa la regeneración de la 

fluorescencia: si en lugar de ATP el ayé~a=iento se induce 

con A:'-~?-P~? (nucleá't:ido :;u.e se: U:1e a la F1 con nuy alta 

afin:iCad, 0.33 se 

197!.; ~el:-iick et" al., ~975)) (F:ib· 5) o si se 

(Cross, 1988, co~o revis~Sn). Si se utiliza la proporc~ón de 

mol de ATP/ 3 moles de F1, entonces el ATP unido está 

sola~ente ocu?a~do un sit~o catalít~co y se hidroliza con una 

velocidad ioL-106 veces menor que en condjciones de 
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hidró1isis mu1tisitio (Grubmeyer et al., 1982; Cross et a1., 

1982; Wise et a1., 1984; Tom:r.asino y Capaldi, 1985; Montero-

Lome1í y Dreyfus, 1987). El apagamiento de 1a ~1uorescencia 

de1 cornp1ejo Fl-aurovertina inducido por ATP y su subsecuente 

regeneraci6n, se observan cuando existen las condiciones para 

que se realize la hidrólisis unisitio; el. trazo de 

fluorescencia y el curso tec?oral de la actividad, se pueden 

correlacionar (Fig. 7). Es in~eresante que el co~plejo F1-

aurovertina v la Fi hidrolizan ATP, en condiciones de 

unisitio, a VE:lc·cidacles rr.uy si!r:.ila=es: 0.59 (dato de:ri....-aCo Ce 

la F:ig. (no se wuest:.ra), 

De ot~o5 i~~i~iCo~es ~~e se u~en en las 

subu:-,ida.::es 

(7c.::-::-.a:.:.no 

p=o::~c--.. :er la lib.:r.:ciÓ:-1 del produ.::to ( 3r:,~:...=,p u<.ido fue~t.e:::r.o:;;.nte 

en un sitio catalítico, aún cuando la se encue:itre 

modificada con DCCD o con ~3D-Cl, lo cual es evidencia de que 

aún exis~e cocper~tivid~d en la enz~ca mod~f~cada (Kandpal et 
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al •• 1985). Lunardi y colaboradores (1986) su¡;irieron que el 

comp1ejo F¡-aurovertina carece de mecanisoos cooperativos, ya 

que las gráficas de Scatchard obtenidas para la unión del ADP 

y el ATP en la F¡ de ser curvilíneas, pasan a ser rectas 

cuando la aurovertina está presente. Sin embargo, el hecho 

de que la actividad hidrolítica de este co=plejo sea de 0.59 

nmol 

mayor 

min-1 

min-1 mg-1 bajo condiciones de unisitio, y 

cuando la concentración de ATP es saturante 

ver la Tabla I), re"\.·ela que 

103 veces 

(880 nI!lol 

algo de 

coo;terat:i....-:idad debe i::ocii::icada con 

hidroli.z¿;.:-se y for-I: . .;;.r E y Pi. S.it;.:.:.i.e::-1Co el ciclo caralítico 

por ·ia fluorescencia del ED_.!._:-;s, el a;i.:ga:::.ient:o de la ;::;is=.a 

por A.TP pe:rrr,anece estable z::.ientras existe la forma EP 

sensible al .WP; cuando se con· .... ierte a EP inse:isible al l.JJP 
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se observa una disc~nuci5n leve de la intensidad y, 

finalmente, regresa al nivel original cuando se hidroliza e1 

intermediario fosfori1ado. El paralelismo entre los cawbios 

de fluorescencia y el ciclo catalít:ico de la ca2+_ATPasa 

parece estar apoyado por el hecho de que la Cys-674 donde se 

une el EDA~S, se encuentra en el oismo frag~ento tríptico que 

la Lys-515 involucrada en la uni5n del ATP al sitio 

catalítico (ver las refs. citadas por Suzuki et al., 1969; 

Pedersen y Carafoli, 1987). Los auto~es proponen que los 

canbios co~fo:r-::.ac~o~ales que ocurre~ en el sitio caralít:ico 

cua~¿o se u~e el AT?, se ?Ué=en ~ra~s=i~~r a la v~c~~Cad 

AT?, 

inte::-¡:¡ediar~o fosfo~~~aclo albuno (Kéba~a, 198~; Se~~or, 1988; 

Futai y Ka:-iaza..,"a,. 1969),. así que el ac=.é:-.-:o C.:: la :L:iten~idad 

de flucrescenc~a que sigue del apasa:~e:icc ?rc~ocado por el 

ATP,. debe tener otra explicaci6n. 
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Lo5 caobios de fluorescencia del cowrleio Fi-auro"·ertina 

están relacionados con la prese~cia de ADP como producto de 

la hidrólisis del ATP 

La velocidad a la cual el ATP es hidrolizado por el 

corr.plejo F1-auro· ... ~erti';1.a no está relacio~ada con e1 

apaga~iento y la recuperación de la fluorescencia. El 

apagamiento de la fluorescencia pen=anece si se hidroliza ATP 

1.5 :c.~ (Fig. lA), si hay un siste~a rege~erador de AT? (Fig. 

') o si el AT? se ~i¿Tcli=a a ~eloci¿ades ~uy bajas por la 

de :la 

que este fen6~e~o se prese~te. De hechc~ la duraci5n del 

estado de a?asa=iento de la fluorescencia resultar.te de la 

adición de ATP, está en fu~ción de la existenc~a de AD? co~o 
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produce.o de l.a h"i.dról.isis ... Aún cuando e:>~ista ~~?-PNP en los 

si ríos cata1!t~cos de 1a F¡ no hay recuperación del 

apagamiento (Fig. 5). Si e1 ADP unido en la F1 se re'Ir.íueve 

uti1ízando piruvato cinasa ~ fosfoenol.piruvato, entonces el 

apagamiento de la f luoTescencia se puede volver a inducir 

(Fig. ¿)* Si en 1usar de AT? se añade lTP como sustrato, se 

obtie:1e un apagami..:nto y una regeneración de la 

fluorescencia, aunque la recuperac15n no alcanza siquiera e1 

nivel original (Fig. 8, t=azo de la izquíerOa). Esto J')uede 

exp1icaTse si se to~a en cuenta que a pesar de que el lTP es 

tan buen s-ustrato cor.~ e:1 _:,.T?,. en c.ua:i.to a la ~·rloc:!.Cad con 

la c:;,ue son hidroli-~.eC.cs CEarr:i.s et: al.,. 19$1),. el lD? se U!"le 

el cc-:::.plejo F1-au=o-.. 'ert:ir-.. a h~cirolít'ico podría esta'!:' 

relacio~ado con la ?rese~c~a de AJ)? en un s~tio regulador~ 

s~t~o cuya ex~scenc~a ha s~do suge~~¿a ?Or var~os grupos (D~ 

?~etro e~ al., 1980; Fellous et al~, 1954; Vasily~va et al.,. 
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1982; Kironde y Cross, 1986; Martins et al., 1988). Una de 

las características más notables de esce sitio es que, aún 

después de varios ciclos de hidrólisis, el ADP ahí unido no 

es recambiado con 1os nucleótidos del medio (Di Pietro et 

al., 1980; Kironde y Cross, 1986; Martins et al., 1958). En 

la apoyo a de 

fluorescencia es i~depend~ente de las conce:-itraciones 

absolutas de ;...,:>p derivadas de la hid=-ól is is, está el 

experi~enco de la Figura 9. En ~1 se muestra que la adición 

de A.D? an co:;ce::tr.::.cic-:-.é:s s.::.t:u":".:.:;tes (0.03 ~~) =ejc.ra la 

fluoresce::.cia c¡,ue reg;e:.:-ierado 

Ce ;..:)? 

conformación que produce en la enzi~a se p~eCe disecar cuando 

se prueban condiciones en las que trabaja un solo sitio 

catalítico. 
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La actividad hidrolítica del co~pleio F1-aurcvertina supone 

cambios conformacionales dentro de una sola subunidad F 

Lunardi y colaboradores (1986) mostraron que en 1 ~ol 

de subunidad f purificada a partir de la F1 ~itoco~d~ial, se 

puede unir 1 ool de aurcvert2na. En el co=.~lejo subunidad ~ -

aurovertina, ta~to el A7P co~o el AD? pr0Cucen un auoento de 

la fluorescencia. Por la diferencia del e:ecto del ATP, que 

en la F1-aurovert:i~a induce un apaga~iento, propusieron que 

el. estado de la subuniCad en la estructura 

o1igo=i.érica de la F1 modifica su reactividaC con l.a 

au:over:~na v con los ~ucle5~~d~s- Les da:os del presente 

fluc::-escE:-:-.cia co:-,d::i cic:-.es. ce 

E~te 

::ic.Cific.:..Ca con 

De depe:i.diente de la concE:n:rac:ión de 

auro·vertina, la actividad de ATPasa de la F1 late~te 

se incr.:::penta de 1-2-_ mol min-1 mg-1 hasta u:i.as S-10 ¡_.: mol 

min-1 cg-1, cua~¿o la concentraci.ón del a::1xib:i.ó-c.icc es de 4 
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~M (Fig. 10). E1 incremento en 1a concentración de ADP o de 

Pi como productos de 1a hidr6lisis podr~a escar involucrado 

en esce efecto de estimulació~; sin ecbargo. parece poco 

probable. ya que la accivaci6n de la AT?asa en presencia de 

aurovertina es evidente en una curva ceoporal, desde los 30 s 

hasta los 30 min (Tabla V). 

Los trabajos donCe se ha probado el efecto de la 

aurovercina sobre siste=as GUe contienen al inhibidor 

natural, han llevado a sugerir que la auro~ercina libera a la 

e:-1 el p:-e$e:nce 

la auro~erti~a no l~bera al i~~i~~¿or natural e~d6geno del 

co:p1ejo F1-I hac~a el me¿~c. ~a ¿uro~erci~a puede inhibir a 

la F1 latente. cuando ésta es hiC=olítica~e~ce activa. Si se 
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t:rat:a de hidrólisis en condiciones de multisitio, 1a 

inhibición es de un 30%, aproximadament:e (Fig. 13); cuando 1a 

Fl-1 trabaja bajo condiciones de unísitio, entonces 1a 

inhibición lleba a ser del 98% (Fig. 15A) y así se mantiene 

cuando menos por 10 ffiin (Fig. 17). En esce ú1cimo caso, es 

evide~ce que la presencia del inh~bidor nacural es necesaria 

para obcener la inaccivaci6n casi total por aurovertina de la 

activiead en un solo sitio cacalrt:ico. Cua~do la auroverrina 

se prueba directa=.é~te sobre la F¡ 

(Fig. 

Ce la .Fig. 

;-=-.e-~:-:cc:.=co 10 

hidrolítica pero sin 

J.as 

cc:-,G:i.cic::es 

que libera~ la acción de J.a rro=E~~a ~~hi:iCora (ACo~=sen et: 

al., 1975; Feinscei~ y ~oudr~anakis, 195~), la aurovercina va 

adquirie~do su propiedad de inhibir a la F¡-AT?asa (Figs. 11 

y 1.2) • Es posible sue la auroverci~a ~ue se une en 1a 
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subunidad GUe contiene al inhibidor natural, modifique la 

in~eracción de es~e ?éprido con 1a enzima,, dando co~o 

resultado una conformación hidrolítica!!ienr;.e :ás ac't:i'\.·a. Esr:o 

sería si~ilar a lo propuesto por el grupo de Góme=-Puyou 

(Góo:=.e;:-Puyou et al.,, 1979; Drey::us e:'t al., 1981). En los 

tie~pos inic~ales de la actividad fosforilance de las 

parc~culas ~ue poseen al inhibidor natural, ex~$te una fase 

adelante, la ~elocidad en el estado 

Ci ~::.::.::u:.::.-

ée :iicir5li~:.s 

subeste~u:.o~~:ricas de AT? del co:plejo F1-I es =e~o= ~ue la 

de la F1, a==as for-=.~s de la enzi=a libéra~ alrededor de 0.2 

(Fig. 14) • Este resultado 

conr:rast:a con lo reportado por Kalashn~kova y cola~oradores 
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(1986). quienes uti1izando F¡ reconstituida con inhibidor 

exógeno mostraron que en ta1 preparación no exist~a unión de 

¡14c)nucleótidos en el sitio catalítico cuando se incubaba en 

presencia de [ ll..c]ATP .. Ellos e::-:pl::ican que el co=:.pl.e.jo F¡-1 es 

inacti'\.·o durante la hidrólisis '!:!Ul'ti- y Ur-li-.sitio.. ·ya se 

había propuesto que el i~hi~idcr natu~al, durante 

hidrólisis cooperativa, dis=~~uye la l~beraci6n del pro¿ucto 

ADP (Sch;.."é"rzc.s.nn v PeGersen,. 1986, co~o revisión; Tue-:la de 

G5~ez Puycu, 1983); a la luz de su: resultados, Kalashniko .... ~a 

La ?º~~~le co~:radicci6~ de las conclusione~ de 

K.alashniko"\.·a e't. al .. (1988) y lo aquí ¡:;rese:Yt.aC.o, se puede 

explicar 

ATPasa por el inhibidor e:-:óge:lo rect,uie:re Ce una incubación 

106 



con sustrato hidrolizable; si algún nucleótido queda aLrapado 

en un sitio de la enziwa co~o resultado de es1:a incu~ación, 

e1 co=plejo podría perder su ca?acidad para recambiar este 

nucleótido con los del oedio. Esto sería consistente con lo 

por el gru?o de Gaut:heron acerca de que el 

inh:i.bidor d:is=.inuye la ca?ac:idad de la F¡ para :i~terca::i:>iar 

nucleótidos (Di P:ie'tro et: al., 1958; Pe::!.~ e1: al., 1988). 

(de 0.3 ~~el ~~~-1 =~-1 a 

] 5_.; -.- !6). 

la 

} 7) : 

CO-:"lC:..ciÓr. ~•C· 

con cantidades s~~est:~quio~~=ricas ¿e ATP v con 

auro· .. ·er1:ina, 

auro~·er tina (Fig. 16), lo cual sugiere que la hidrólisis 
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cooperativa puede ocurrir aún cuando uno de los sitios 

catalíticos está bloqueado, por la presencia del inhibidor 

natural y la aurovertina. Tal conclusi5n es similar a la 

alcanzada por la deter~i~ación de los efectos que tiene la 

subunidad 

condiciones 

subu-:iidad, 

sobre las propieGaCes de la F1 de 

de catÉlisis unisitio (Dunn et al., 

~ coli en 

1987). Esta 

que funcional~enre se ha equiparado con 

inhibidor mitocondrial (Drevfus y Satre,, 196.!.; Yoshida 

el 

et 

al., 198!.i)" evita la liberaci6n del producto durante este 

tipo de hidr61~sis. Dunn y ccl&bo~adores (1987) susieren que 

Tegu:aCoT. 

subur.iC2Ces 

cci:.f o~acional 

la 

hidrólisis coo;ierativa. El nucleó~ido (A::i? o .J...T?) c;.ue qt;e:da 

unido co~o consecuencia de la hidTólisis en el sitio de alta 

afinidad,, 

catalizando la hidrólisis o la s!~~esis del ATP. 
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VI. CONCLUSIONES 

Los puntos que de ~anera más importante se resa1tan en 

este trabajo son 1os siguientes: 

El ADP que proviene del medio que se une a la F¡ y aquél 

que se genera corno product:o de la hidrólisis, provocan 

distintos estados de la enzi~a. Es posible que ocupen e1 

mismo sitio pero que provoquen distintas conformaciones o, 

alternativamente, pueden ocupar sitios diferentes. 

Les ca~~ios co~~or=.acicnales registrados pa~a una sola 

subunidad :: ligacla a la auro~~·ert:ina, pueden transtr;it!.rse a1 

resto de la Fi y regul~r la ca~álisis e~ =bs de un sitio 

ca":-é:]Í't.ico. 

ce si~io 

nucleót.ido 

(sustrato no hidrolizaGo o ?=oducto no liberado) del primer 

sitio. Así, se prcpo~e ~ue por lo ~E~os una de las 

subunidades ~ no es catalí~ica durante la 

coope:ra-civa4 

111 

'hidrólisis 



VII. PERSPECTIVAS 

E1 complejo Fi con su inhibidor natural endógeno puede 

cata1izar la ·hidrólisis multisitio y, probablemente, l.a 

unisitio. De modo interesante, el ATP que se une en el primer 

sitio catalítico aparente~er.te ya no participa de Danera 

activa en la hidr6lisis cocperaciva, o cuando nenes, su 

lento. Este 

fenómeno no ocurre en la F1 ~ue no tiene u~ido al inhibidor 

de la _:.._~?é:.5a ::-,:..~occ•:-,c~::.al. ~e aquí, se 

2. 

Se descc~oce si en tal fen6~eno participan nucleótidos 

unidos en sitios reguladores y/o cétalíticos. Utilizando 

las condicio~es de hidrólisis u~~sit~os en partículas 

submitocondrial~s se puede hacer esca distinci5n y, así, 
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conocer 1a inf 1uencia del potencial transmembrana1 sobre 

los sitios catalíticos de 1a ATPasa nativa. 

3. E1 uso de partícu1as submitocondriales nos permite 

esrudiar tawbién las reacciones en el sentido de 1a 

síntesis del ATP. Hasta ahora se desconoce el papel del 

inhibidor endÓbeno sobre el su~trato _.;,np unido en un 

sitio catalítico, menos aún, luego de la i~posició~ de un 

potencial trans~e~branal. De aquí la importancia de 

estudiar la sintes~s del ATP en conCicic~es de catálisis 

unisit~o en pa~t~cclas su~~itocondriales con el inhib~dor 
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M0DULAT10~ OF MITOCHOKDR1A.L FoF1 CATA!..~515 BY BOUh"DARY Al'o""D 

BUL1'". Ptl...ASE PHOS?HOLIPIDS 

Federica Dabbeni-Salal, ?;ora Vázquc:.-Laslop2, Antonel.l.a Fachinettil, 
S~lvia De~a~s ~ ane Georgcs Drcyfu~2 

l Dipnrtitnento di Fa:-::;.ac:olog.ia de11:univer~ita di Padova, 1.t:a1y 

2 Deporta:::ie~to de Bioener~Cticu. 1r.stituto de Fisiología Celu1ar, 
UN~. Ap. Pcstal 70-Z43, 0~510, México D.F., México 

Received Deccoh~r 2~. 195F 

The ~;portance o! b0u~dnry and bulk ph~SE phospholipids ~as studied en 
mitoc:hond~:ial AT?ase co::¡;;:,~e:-: Í5(.•}at:ed t-:· h'H-Sepharo~e ch~o:::ia=.ography as 
des:::ribecl by Drey!"us et: al (!.~f..:., Anal. B:!.oc:heT:,.142,215-:::'.2.0). th:is prep::i:-at:ion 
~as devoicl of th~ adenin~ nuc:~otid~ c8rr:ier.The pr~s~nce o! isoelectric or 
acidic phospholip1-d~ ciur:!.nf:. thc pu'!"i!icat.ion in t.he col.u~n allows t.h<: cxchansc. 
o! t:.:i.ght1y bounci p1-.=ispt:ol:ipitlz up to 95;.. AT? hydrol.y~is and ol.igorr.yc:in 
sensit:i.Vit.y wcre sl:ightly ef!ectcd by t:hc natu-:"e o! boundary and bul.k phase 
phosphol.ipids~ wt-..ilc P1-A":1-' ex::ha=:gc .... ·as hif.hly inh:ib:iteci. '"'p • ., .. ,.~ ... """'"··- 1•,. ... ,,. ln:. 

Thc m:itochond":""íal FoF:¡_ syr.tnnsc i~ ene: termin::..l cr.=yn1e oí" t:he respi":""aCo't'y 

sector (F¡) (f.or r<=-vie"-' scc re!:. l). This com?le:x en~)""me C.<. tal.y ses the synthesis 

o~ ATP coupled to proton el.ec~roc~cciccl sradients. The catalytic activity of 

ehe e.n:=.:'"tle is regul.at:ed by the inhib:itor protei.n (2) by bound 

adenine nucleotidc~ (3) ns wel.l by subcn:i~-subunit. interact.ions (4). The ATP 

synthase r"quire!:> l.i?~~ envi'!"on~cnt in crder to catalyze synthetic and 

hyórolytic activit:i.es. ?-'..any studic!:: haYe beer. co.rriecl out: on t:he importance of 

the polar head charse and on cl1e ci~~rc~ of sacuration of the hydrophobic fatc~ 

ac:id chain on the c3t.3lytic acti.vic:ics o~ the mitochond=-ial F 0 F1 cot:".plex (5-8). 

Ho~ever t:.he mol.ecul.ar m~chanism of interaction of acid:ic isoel.ectric 

phosphoiipids ~ith the ATP synLhasc is stil.l controversia1. 

In add:it:.ion it has been de~onst.ratecl thac the adenine nucleocide carrier~ 

~hich copu=ifics •it:.h the A7? synthase iscl.aced by the method of Serrano et a1 

0006-291X/89 Sl.50 
Copyri_rlht C'.' l9S9 by Acadt>rnir Pr~ss. /ne. 
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(S). inf1uences great:l.y AT?ase react:!...,·a:ior. o= hyd::-c1ys:!.s by isoeJ..ec~=!c 

~"::a: "'"ary Í:'I c;,uant::!.cy anC c;,ual:..ty (10). 

pbospho1ip:ids, che catalyt:ic act:i·-·:ities of the dtochcn¿ria1 ATP synthase • 

synthasc prepara~ion devoi¿ o: the adenin~ nccleo:ide carrie=. 

:t-"..ñ.TER!.Al..S A.""D ~'IHODS 

A.~-Sepharose ~as purchase¿ fro: Pha=-::ac:ia Fine Chemical.s. Phospho1ip:ids 
obrained f::-o=i SIG!-"..A. o= prepa=eC as p::'eViously described (l:?). LDñ.O 

:f ro: Or.~ Corpora~ion, Div:!..s:ion o: !"..:..J..l.::2ste= (Je=zey C:it:y • N .J.). 32pi '\o:'aS 
purchaseC fro~ Ne~ Englan¿ Nuclear a~¿ pc=:ified as describe¿ (13). A11 ot:he= 
reage.,t:s ~e=e o! analyt:ic~l gr3cic. 

FoF:-• .;T?.:!Ee ""·a5 pu:-i=.:icC !=o=- !-!2-F.'T? sc"::=.:..toc°:'.c~C=-:ial pa=:icles- (ll.) in t:he 
p:."esence o=. I. 5 =-~ LDA.O, 7 5 ~".. su.:::-r~:::c, 1 ::: E!:::.;., O • .:. ~~ ./!.T?. 5 :::...'-:. 7ris-C1.. pH 
7 .5 as d~sc::-:ibe¿ p=e·.-i~u~:.:.· (: l). T!it..:: s:.:;-e::-:-.G't.:-!::-:. C::)T":t:.ai.:-.i.nF sulu°:):..J.i=ecl .!-.":'?ase 
-was passeC t,,-::-ou;::h _i!i._E-Scp!1::..:=:si::: col~=:-. e~t;:..:i::C-:-03.teC '"1":i.t!-i. 2.G aY.. "I:r:i.s-c:. .. pE 7.5. 
2 ~ EDTA. 10 =!""'. N~-chcl~te i~ the pre~~~ce or i:o the ~bse~ce o! sonicat:e¿ 
phos?hol:'..piC.s ·c.; mgh::::.1.~·: .as=-1.c::t::.':'"• (ase) o:- e?;~-¡-·:--.osphatidil.chol!.:'le (PC). The 
co1u=.r: ~e,~ ""-.asheC w:i-:.h EO :::::::.: ot the s.::;::::t b'.!:!E!'". -:=-:.e e:-.::;--=.e '\,;'as elu::erl by the 
ad¿:i.::io~ o! ~ i:Cl i~ t.he E3:e buffer =~¿ 3 :l fracti..onE ~ere co11ecced. 
Frac::io~~ o~-:.~::.~e~ ~e=~ teste¿ fer A7?~st ac:!~ity anC ol:'..go=yci~ sens:..~::.vity 
an¿ p:."ecipit~~e¿ ~::.=~ SG~ ~~turateC a=;o~~u= sulfa:e p~ 7.5. 

0:-.e :.i..;.:.i..f;r.:'!.=: o= t:t:e .:.solat.e6 A":"i-::..E-= co=;::e::-: d::..al.y::ec! o-.·e-:nig:!"lt: 
agai.nst 20 :-V. 7:-:..s-Cl, pE 7. 5, 25G t::.'"~ su:::."cse. O. E r->-: :P..~sc 4 , O. 8 ~ :2"::A, O.::: 
'C-~ D77. T!"le sa:::::::.ples ._.t:!re t:esteC fer n.':"?a.sc .a:oC ?::._-ATP e~:chan~e a.c':::i.Vi.t!es. 
ATPz..:.e ac::.iv.i:::y ,,_.as d€:.!:.e-=-::.i."'.eC s;iect:=op':-:ct.c=.e:::!:"i.caJ..ly as desc":""i.bed previously 
(17) in the presen:::e e-: in the abse::"l.:::e o: olig:o=.:.·ci.=1 (5 µb). Pi-A7.? e:xchange 
~as teste¿ afte= 40 ~.::.n o: íncu=~~ior. at 37c C oi 3G ~b o~ prote~r. in 0.6 ~1 

~~~a.:i~~n~~2~~S~~ • su~r~~e ~::? S~n~:2 =~i~-a~~!ª~;~ p~:;~: • T~e=-;e;~~~~r.p~a~ -;~o!p:-~ 
bv the ad¿ít~on o! 0.2 ~1 o~ 30~ trichJ..oroacetíc nci¿. After centrifugation. 
f~r 5 tr.i.n in a c1inical ccnt=ifuge. C.6 ::.lo= t~e superna~ant ,,_.as reooved and 
treated as in reÍ- (13) te de:::er:=ine t:he acount of esterified 32pi• 
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Ana1ysis o! residual phospho1ipids 

1-~ mg of del.::!..pidateC ATPase cocplex extracte¿ Yith 
ehl.orofor='~et:hancl and ~ashe¿ •ith CaCl~ (as described in Te!. 10). 
Quantit.ative and qua1itat::!..ve est::!..=-a:ions ~e=-e-perfo-nned as descri.bed (15) usins 
bidii::iensi.ona!. th::!..r:-laye::- chro~atog::-aphy on sil::!..ca gel 60 precoated pl.ates 
(Merck). 

Pol.yacry1a:::.í¿e Gel El.e=t.::-ophores:is 

Polyac'.!'"yl.ai=.i.cie gradient: ge1s 13-1'? ~ conta::!..níng a linea-:- sucrose grac!ient 
0-::?.L.~ "Were pe=ior:::ied .o.s pre·.·iously described (.16) .the gel.s 'We"":"e 1oadcd \o:'!.th 
100 ~g sa=?les. After sta~n::!..~g •ith Coox::.ass::!..e-~lue the gel patterns •ere 
Tecorded by scar.~in~ at 570nc ~ith óoub1e-bea~ Sh~r..ae=c CS-930 type scanner. 

Analytical procederes 

Prot:ein 'Was de~en:-.ined in t.he subcitochondrial pa-:-ticles as in (lB) vhile 
that of FoF1 prepa-:-ation '"'".:15 ii:a¿e accordint;. 't.O Lo"'·ry (.l 9). 

RESL"l.TS 

Figu~e l <a. b) sho~s 't.he elec==o?horetic pat:tern of the mitochond~ia1 

comple:ic. isolateC ±n 't.hc pre~ence of cíther aso1ectin egg-

phosphati.dylc.holine respect.ively. 1t can be; observed that i:ndependent1y oí t.hc 

phospho1ipid used the pat.t:.err.s identical. On the other hand. the in~egrity 

of t:he ATPase co~plc;i.: is lost ,.;hen t:.he enz:--me is iso1a.ted only ir. the presence 

of det.ergent (data not sho~~)- lt. shoul¿ be note¿ t.hat t.he co~position of t.he 

AT_!~~ C~!:_le:<" .• -1,_solated ~y the use o! t:.he Sephorose-hH chro::::at.obraphy. is ve-:-y 

- Si.tl.le.r · tó ·-i:he · one de!:>c-:-ib~C by Galan~e et. al ( 15) (Fi~. le). \.."he'!'"E:as it 

ma.rked1y differs fro~ t:.hat:. of Serrano et. al (9) ~hich contains considerable 

amounts of th~ a¿enine nucleot:.ide carrier (Fis. ld). 

\.~1en the .ATPase cor:ir-le;i.: i.s iso:!..at.1;'0 i.n t.he absence o! p'ho.!=pholip:!..ds. 

ATPase activit:.y an¿ oli~o::.ycin ~cr.~i.t:i·;ity are severcly diminished (0.55 umol 

presence of eitrier a!,.ol..,c-:.:!.r. or eg~-?hOS?hatidylcholinc sho,,_. .ATI'ase act.ivity 

and o1igotr.yci.n sensiti. ... ity (da=..:: not. sho"'-r,). \.:e. ha"\.'c: analy::.eC. the phos?holipid 

cocposition of the FoF1 co:plc~ isclateó ir. the abse~ce or prcsencc of either 

acidic or isoel.ect.ric phospho1ipids ancl co~pare¿ it to the compos::!..tion of 

subtn.itochondrial particl.es (Ta~le 1 ). It car. be observed that; whe~ the enzy::ie 

is isolated in the absence of phospho1ipids. the t:ota1 amount of phospho1i.pids 
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F:i¡:ure l ~ Dens1toi::::e=':'"1c: =.rac:ef: o! the hT?a!:ie coi::::.,1e,.-. (a) FoF1 1so1at.td 
by the me=hod desc:":":ibed by Dreyfus et. al ( l l) i~ thc prl.!'senc:Oo! o! asolectin 
(b) same pT'ocedure in t:.h« presenc:t cf eg¡,; phosph.atidyl.choline. (c) FoF1 
com¡>lex preparec! by Galante et:. al (18); d) FoF1 com?lex prepared as 
describeC by Se':"":"ano et:. a.1 {o;.) -

'I~LE 1. PHOSPHOL!PI¡) C0!".?US::710!' OF T'ñE ~'i'l"OCHOND?.!hl.. Fc,F¡ A"I'F-Syr.:.hase 

TOTAL E.Y..TRACTED PC PE DPG OtheT" 
Phos?'holi. ids 

PLS• (ntDol /tDg) nt!lolfee, : n:::iol/me : nmo1/mg nn:iol/ms : 

Sl'!l' t.6: ::: l 4E 136 29 92 20 ª13 3 
(440-.'..70} 

\."hit out 157 71 45 52 33 23 15 ª12 8 
PLS (78-172) 

A.solec:tin ll..6 67 46 50 34 6 bz3 16 
(136-165) 

Egg-PC 180 17: 95 
( 140-225) 

'The isolat:1.or. of the ATF'ase cou:p1ex Yas per!ori::oed in the absence of 
phosphol.ipids during AH-Sepharose chroio.a<:.pgraphy or :in the presence o! 
asolectin ezg-phosphat.idilcho1int. Th~ est:ii:.ation of residual 
phospholip.iC~ -was car":"ieC out: as :ind:ica.::eC in Mo;.t:er:!.al.s ancl. Mer.hod~. Ot:her 
phosphol1picl.s a) phosphaticl.y1serine. b) phospha:i.dylinosir.ol. 

•The- phosphclipicl. cont:e:-it: :1s exp!'"esseC a~ nr.iolc-s of Pi/int; p:t-otein. 

1016 
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decreases. ~heTeas the ~e1ative oveTa11 cocposi~ion re=ia~ns s~:i1aT to that of 

sub:itochond=ial paTtic1es. in the case of a pTepaTaticn obtained in the 

pTesence of aso1ectin t:he re1ative 1ipid cc:positior. Tet=.a~ns very sic~1aT to 

Nevertheless the AT?ase complex is 

de1ipidateC, g~ven that the to~a1 phospholipiC cont.ents di~ínishes co 1ess than 

50:. A1though ~t shoulC be no-=.ed cha~ there is a loss ir. carCiolipin and 

enrichoent in phosphat:idyl.inosit:.c!.. Interes::ingly '"'·her. the A"I'?ase cot::.plex i.s 

isola't.ed ir. the prese:-;ce of phosphat:iCy:.chol:ine, 95:. o! che bcundaTy 

phopholipids is phosphó't.id:-·1che>1-ine. Therei'ore tht isola=..ion procedure e:ployed 

allows an effect:~ve exchangc of t~ghtly boun¿ phopholip~d~. 

Fin~lly bave explored 't.he efi'e=t o! acidic and isoelect:-ic 

pbosphcl:i¡::i¿s 

AT? synthase. 'Table 11 sho'l..'S that A"":? hyd-:-clysis is p:-esent independent.ly o! 

the phosphol:i.p:i.¿ used fo!'" ísola::ion O:!" :-econst.itut:ion. 1nteTest:ing1y ATPase 

acti·..-it.y is in:hibiteC. by or::>'!"t! tha:: 50':.; -..:he:!':. asolect.:in is used du-:-íng isolatíor, 

anC. ess-phosphatidylchcl:i.ne i'!"l. the recons!: itut:ion. Accortlingly olígo:ycin 

sensitívit.y de creases to 20:=. ur1de-:-- t. he se conC:it.icns. 

prepara-::.!.on isolat.e¿ in thí: prt!sence of asolect:ir" a.ne reconstitutcd with t.he 

saoe phosp~olíp:iC. lf i~olat.~c:: is Cá~'!"ieC cu~ ._it.h ~~r,-phosrhatidylcholine and 

TA.BLE I!. EFFLC¿ or ACID~C A.~D ISOELECTRIC PHOS?HOLIP1DS IN ATP 
H":.-:>F.OL YS! S A.'~1 A':?-Pi EXCP..ANGE ACTI \"IT!ES 

Phosphol.~pi.d pre!>ent in 

:Eluate 

Aso1ect::in 

Eg,g-PC 

Asolec.r.ín 

Egr,-PC 

'Reconst:itut:eC 
A7Pas~ coc:~le>. 

Asol<t:-ct:ín 

E.ss-PC 

E~a:-PC 

Aso!ec.tir. 

a) Enzyr . .3t:ic ac.t:iv:it:"" 
~.areri.alt< anC. Met:hoCs.-

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

ATP.a~c Act:ivity"' O!.igoi=.ycin -Pi-ATF E.:xchanseª 
Sensítiv:it.'" 

(«c.;:,l u;ir.-1 i=.~-l) (~) · (~o! Pi ms,-1) 

l.9 66 

1.7 

O.é 20 4.7 

1-9 39 22.6 

measurer! after chalate d:ial.ysi.s described j.n 
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reconstit:ut:ed '-'""it:h asoleccin • che exchange ac::t:iv.it:y Crops co :?2 nmol mg-1 and 

it: is alcost: inexist:ent: ~hen reconst:it:ut:icn is perfo~ed in 1iposo~es of ess-

phosphat:idy1cho1ine. 

DISCUSSION 

The FoF1-ATP synthase preparat:lon used in che present: scudy is devoid o! 

che adenine nuc1eot:icie carrier. This is cf i::lport:ance given t:hat: it: has been 

de~onst:rat:eC t:hat: che adenine nucleot:ide carrier, when it: c::opurifies vit:h che 

ATP synt:hase. incerferes ~'""it:h che reconst:it:ut:ior. o: t:he cocplex in isoe1ecrric 

1iposoces {10). This :furt:he::- conf .irmed by of phot:olabelling 

experim~nt:s •here it: was sho~-n cha:: subunit:s l and 2 of che Fo po:=-cion are noc 

1abelle¿ ~~ch a:ido-phosphacidylcho1ine. when che adenine nucleot:ide carrier is 

presenc (16). 

Moreover the prepara cien procedure a11ows che con crol of bounda-:y 

phospho2ipids and che scudy of che effecc of che polar bead. ~nen che en=>~e is 

isolaced in che absenc:e of phospholipids che íncegrit:y of che con::pl.ex is lose. 

This prot:ect:ive effect: of che phospho2ipids on che ATP synchase is difficu2t: 

to ascercain present:. A5 sho~-n in chis work. when che purified ATP synchase 

concains negacively charged phospholipids ic inscrt:F c:orrect:ly inco negacively 

ch.3.rged asolec't.in liposo:::::es. Consequent:ly AT?asc.: anC P1-A.TP cxchan~e act:ivicie5 

as well as aligorr.ycin sensicivicy are preserved. O:. Che canc:-a:=-y. if che A~P 

synt:hasc is surroun¿e~ by ncgatively chargcd phcspholipids it: does not,_ 

1 
I 
J 

l 
f 
) 

/ 
¡ 
} 

i ínserc correct:ly inco isoeleccric eg~ phosphat:iciylcholine liposo~es. The 

hydra1ytic activity. P.:i.-ATP e:xchangc and oligo:nycin sensi::ivit:.y dii::;.:!.nished. 

This is in agreement: \o.'"it:h a previous scudy (7) \o."here che adeninc:. nuc1eot:id~ 

ca=-::-::!.er-free Co::i.p1ex \'. also su::-rounrled by nc~at:iv~ly charge¿ phos;-,ho1:!.picls is 

easily inserteC ir:. l.iposornes fo-:-::::eC wi::h eg~- phosphat:.idylcholinc. 
~ 1 

nevert.he1ess it reconst:it:uces readily inco neg.a'ti.vely cha":'"ged J.iposoi:nes. l! che 

boundary phospholipids isoeleccri:: (Egg-PC) che ATP synthase is 

1 

1 
reconscit.uced by chalate dialysis inca boch negacive and ísoleccric 1iposooes. 

Under 'Ches e condit:ions ATPase act:ivit:y and oligor.iycin sens:it:ivit:y 
1 

preserved. Incerescingly che Pí-ATP exchange race is significant:ly 1o~er in j 
¡ 1 

11 
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1:!.po~omes o! •E=-olec:t:in t.hat. cont.air. an A7Pase co=plex ~:i.t:.h ~soelect~:!.c: bounda:--y 

1i:p1d~ susges:.inE' thet the na:.:ive struc.tu:-e o! t.he ATf' eynthase :1.s possibly 

a1 te:red. F:-oc the abovc result:.s ve can asu,¡;gf!:s't tha:: bot:h.. bounC.ary and bu1k 

pbase phospholipids. :1.:po:-t:.ant: :1.r. support:.:1.n(: cat.a1yt:ic: ac.:.ivity o! the ATP 

15}-n'thase. 

1n cont:.:-ast: t:.o P:1.-ATP e:xchange .AT? hyCro1ysif= :i.s less setis:l.:.ive the 

co~pos!tion :1.-e ne't charge o~ the 1iposomes. On the contrary. Pi-ATF exchange 

~s highly sens!:.ive 't.o bu1k phase 1iposome co~pos:ition. ~n fac:t: e.xc:hange 

act:!v:i:t:y obse:-veG :1.n th~ pre sen:: e o! :1so1:1ec:t:ric: egg 

phospha:.idy2c:holine 1iposoce~. Th:!.s is in ag•eemen~ ~-ith t:he ~inCings o! Ka~a~a 

et: a1. (5) 1.:'h:ich useC éi prcpa::-arior. t:.h.¡:¡-:._ co!'"::.a:ineC the 6der.ine nuc:leotide 

pbospha:.idy1cho1ine al.o:ot. lie=1cE: th:i.b p~ra::it't.E::- s~e=-~ ~e bt ::i:nciepe:i.den~ of t.he 

c16sses of bounrlary acidic phospholipiCF 6~ phosph5ri¿y1se:-:l.n~. carCio11pin or 

phospha:.idyl~thanola~::..n~ 

deteT""lid.natior. o! the electroche:.ica) potential genera~eC :1.n the reconsti:.uted 

~ro:eo1ipo~omes ~-:i..11 also bE: assesseC. 

'This wco:-1-. """'ª!"- suppo:rteC by Grant~ i::-o:. Tht:· Thirrl \.;o:rlC Acadec:.y of Sciences 

(BC 88-23) anC the ConsPjo Nacic=.al de Ciencia ·v 7ecno1og!.a (Mb...ico). ¡.;t:: 

great1y ackno~ledge Dr. Armando Gómez ?uyou fo:r his encou:=agement: during this 
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La síntesis de adenosintrifosfato 
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RESUMEN 

EJ adcnosintrif06fato (ATP) o un;.i mo1Cculéi central en el meta· 
bolismo celular. Su ~pcl e- acoplar rc.acc1onc:-. quC" requieren 
cncrgia a su re.acción de hidrólisis que o C:XCTl,!OOlc.<s., despi.;,. 
za.ndo entonce. el equilibrio de: U. l"e<iccie>n mctáixili~ hacia un.<:i 
dirección detc::-m.inad;.. 8 por- oi... r.u6n que: E=nm parte de t.. 
investigación en b1oencrgituca s.c: h.<,, dedicado a compn=ndcr el 
m~nLsmo por el cual~ smteuz.a el ATI'. l...<t cncr¡:í.<. n~n.t 
par-o la formac16n del ATI"' pf"0'>·1cnc, de &cuerdo con b:1 teorí.<o 
quim1oe.mbUC'.b., del ¡;r-<1od1cntc de pmton~ que M" form;. a un0 y 
a otro lado de ~ mc:mbr.t.n~ tr.;rl-'>ductor.t."' de cnerp:L;J. comC"l 
ooru.ecuenc1a de la actn.·1d.:iC de l:t~ enzima..~. de 1;:. e<tdcn::. de 
u-ansponc de clcctrono y. en p.:.ni..:. e, con"-UOlldc> po:- id ATI' 
:&iotas.a. E.st.;;. úlurn.<o es un;; Cn;!Jm:i mcmhran~ J cuy;, cx:•m?leJ;i 
cstructun.. al p.are.:-er. e:":- i..:.. mín1m:. r1ece..<in;,, p.;;1r.i n;:::;lu.ar 
s~ funcione::-. C<it.allt1~, y p..r;, qu:: pucd..> ~r rc~ul:td.;.. H~ki 

ahorJ. ne>~ h¡,. ccJnte:<.tJdo en forrn .• dcf1n1trv., dt." suc m.:.ncr.. 
c:s.t.1 acnpi•1do el P..·"'' d(.· lo:- pro1::-1nt!:". ¡, lr<t"~ dt: J;, p...•rc1:•n 
mcmhr:anal dt.· L:..i All' ~1n10:::1a~, cni. ¡¡, [c-•rrn:.;:-1tir: d(.·J . .O...TI' e11 
loe. su1c~ ~u.l111ccr. de L• cnz.im.rt ºTc...J: .... 1 •• !.e d1;<...C"utc.: cu.:il e• 
cuálQ. de I~ pa....:~ dt.· l:i ~ín:c-.1!'> de =-.lc =nnpu~IC• rc.:¡u1t.:rcr: 
cncrE:i:t- El E:-r.td1cn1c d(.· prolune tr~n~n1cnibr.=..n:1l e- unc.• de lcJ." 
vano:s f.actor~ rc¡::uLado~ de b /\.TI' !>101:•5.<1 Otro~·. f"1Cl"-'rt!'> quc 
moclu!ar. s.u <ocl1vi.!;.j ~n ILJC> nucicú:i-.io~. alfuno~ =ti..Jne-. ¡.__,... 
f05.fohp1d~ mcmbr.:1.nalc!> y las mtcr-.cc1one- que :'>-t'." c:<-t<tt-ieccr. 
entre La.«. subun1dado. de b protein.;. 

Recibido el 12 de d1c1cmt:-n: dt: 19~:... 
Aceptado en fonnz, rC"·i..-....d .. el e;,¡ de rct~rcro de; 19~ 

M en e l"ora Váu:¡UC2' L"L ... lnp Rcc1tiiiú el tÍIUIC> de- tnolo¡::a Ó<: 
La F-.,cult.ad de C1enci.a..._ de: i., ün1vcr..1d;1d 1".~c1onal Autonoma 
de 1'-1ex:1c,;;:•y cun.ó L:, m.:1~tri;, en 1nvc:-.t1t:;1c10r. b1c.•med1Cd ~1;::;< 
t.amb1én c:n id UNA,._'!. .r'\.c1u.;1lmcntc se encuentr .. en el ln5.tlllih,_, 
de ¡--1!1>i<1:o!=i..;. C...clular de la ur.; . .0...,1. cun..and0 el último año 
del do....-iorddL• en el a.re¡., de h1c.>L¡ufm1c::. en es1ud1c-.,.;. :s.obrc J..<, 

re¡,!UU.cibn de la caUik•.1!> en ta ATI' :s.mtct.:ci-<1 muocondru.l. 
El Dr Gcorge Drc:-1Lei e>btuv,, C"l lítuk• de médico CU1J· 

jano en la FdcUIUld de Mc-dacina de: ~ Un1ver..1;.1.;jd 1';,cional 
Autónoaül de M6.1cc.. el fr.t.do d(.· maestro y e: de doctor 
en invc:s11gac16n biomt:dic.a ~ica (h1oqu!mica) t.arnbién en L;, 

UNAM. Rcala.ó su c;.t.ancta p:x-doctor~tl en el Dc¡xinamcnto dt· 
Jnvcstigación Fundamcnt¡iJ del Centro de: E.!>tud1~ Nucle.a~ dc 
Greooblc, con el Prof Pierre V V1¡:nai!.. Actualm~ntc e:!'- invc:!o· 
tipdor en el lnM1tuto de Fas.1olo¡:ía CcJul¡¡,r de llt UN.~1 e lr1· 
vcsupdor Naoonal. Su ~rea de 111ter6 e:. 141 reldoón cs.:ruc:urn
función en~ A"It> ~ntcuu.as. mitocondri4Sl y bcoctendOd. 

l. ENERGÍA PARA LOS SERES VIVOS 

L os seres vivos deben realizar trabajo 
químico sin cesar pa.ra man tenerse a.le· 

jado~ del equilibrio terrnodinánlico. Por esta 
ra.zón los organisrno.5 requiere11 una corriente 
continua de.· materia y di-> energía. para subsis
tir. Del medio físico sc podriau sustraer varia.o;. 
formas de en(."rg:ía. sin en1b~t.rgo. solanH'ntc dos 
t.ie1a .... n ixnporta.ncia come.• fue11tP prima.ria de 
eI1crgÚ:1 biológica: alguuit...."' traI1sfonuacioncF 
inorgánit.á...<. y la luz .solar. Co:ruo cjcruplo di> 
quicne~ a1 .. :-ovecl1an la prÍII.1cra .. se ClJCuet1tra.11 
léL.." bacterj~ quP c1xida.11 Ct.1 ácido .5ulfl1idrico 
n al io11 f~~rrc·:ou. o la.~ q1H• n·c1ure11 el CO::. a 
n1•:'t'-1.110. L-:i:-- ('.i'.'nip1(J:-- d•_· lo~ que utilizan la 
luz ~ular COill · fu,~1it1_' de í'IlCTf!ict so11 todos los 
o:r¡;<:i.11i~n1u:::-. 1'otusi11t<:!tico::->. de~de )a .. -.. liacteria: 
y las a.lg~.l...-. ha .... t<:1. léi...:: plá.nt<.1!'- f:upcrion.!5. 

La pn_·gur1ta ceJtt ral de la Lioi-..!11erg{!tica c_>_c. 

dt.:' qu(_; n1a.11era se 11(·\·a .<:1. c<i-1'0 ei ac0pló..n1ic.:1to 
entre la.s fue11t(:>~ do__. e11'.:·rgÍ<::i.. y 5U utilizá.ción en 
toda..~ }a.e; n.ctivido.de~ biológicas. Dicho de otra 
n1auerá. cón1c1 los proc(_·sos. cxcrg,ónicos que 
ticr1de11 }¡¡.cia ('1 cquilibr.io puPdc11 o.copiarse 
rt lo~ p;-o("(·~o: ~11d'ó'rgC.riicc1~ .a_<.,ociéi.do.<- con la 
vi~h.1. pa.ra que é~U1 !->~· n1a.ntenga '1.lC'jadé:t. del 
rn1sn10. 

A.u11qu•! Lohn;,aI1 brtbíó d(>!->Cubierto el A.TP 
dc~dc 1 ff2~1. su in1portancirt co1n0 almaccna
dor dt_· cncrgí<:. hioquin1icdn1•:-11t(.." útil no se 
reconoció siuo ha...st.¡1 fin.<:Je:o: d~ ln. década de 
loE treinta. al encontrar qui~ varia..., reacciortc5 
del n1etabolisrr10 intern1ediario estaban aco-
pl<i.da..o;, a. la síntcsif: del i\.TP. En 1941 Fritz 
Liprnanu <le!-.cribió la iruportancia. que tienen 
)o:. grupos fosfato dC' .._altá energía""' en di
versof. proceso~ cc:lula.rcs. De hecho, todos )os 
sisten1a.s d~ con~erva.ción dÍ:;' energía biológica 
tienen con10 ca.racterist.ic<::i.. su capacidad para 
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transferir energía de diversas fuentes a la 
energía química almacenada en la molécula 
del ATP. 

El • .\.TP provee energía para una gran diver
sidad de reacciones química.e;;. como la sínt'..!Si5 
de macromolécula..c;. a partir de su~ correspon
dientes unidadc-~ nionornPrica.."- o la síntC'si."'> 
de compuestos activado::. El ac-oplani.icnto 
enzimático con la hidr61isi~ del ATP n1uchcu: 
vece:- desplaza el equiliLrio di.:: una reacrión 
hacia una dirección cspecífic<-t. !"urr1('ro~ei._c;, 
vja¿. rnct abólic~. corno lrt biosintc-sis v la 
,B-oxidáción d<- ~cides g:ra~o~. la deg:rada-ción 
de la glucosa, la sínt('.5-is de urca y la ~ÍJ1t4'_.sis de 
nucleótidos. r(•auieretl ATP. La cont r~cción 
muscular. el tnÓvinlie11to de cilio~ v flagelos. 
la biolurninisccncia. la g'-'I•t:>r<-tció11 d;.. cor;icnt(' 
eléctrica y el trau~protc activo de n1ucl1~ 
sustanci~ a tra.vé: <le r:H_'1!d1;;~:1<1-"- utiliz;tii al 
ATP corno fu'?n1,. ¿,. enr_·1µ:ía. 

La funciór1 <ld ATl' (:11 e::-.t~l-.'- rr_;:1ccicn1e~ es 
qu{· a] acopla! í·l procc~r1 (_'X€·rg.0riico d<· su 
conversiór1 eT• ADl' y ív~f.<:110 pernlitf_· qu>:' se-
lleven a cabo lo!:- procP~o~ e11<l•_•rµc'>11ico~ d,_.1 
IllCtaboH~mo. Pét..rd decirlo d(_· otr<'i n1arH'>é1.. la 
participació11 d,_. la pari:?"j<1 ATI' / )\DP <:•11 u11 
paso rr1et abólico dc~piaz;1 e1 equilibrin d'-' la 
reacción hhci;-i. un f..·.:"11tidn dctenninado. ~i11 
necesidad d(_• alterar 1~::... conccntracionef- df_. 
reactante~ o d<: producto,.__ .·'\..f'..Í. d,_.ntro dí, 
la célul;1 se pü(·<li:::· 111<~ntcncr (_•l nivel dí· t11"

Labolito~ el! c:0r1ci:-1:tr.:1ci<>I1<·:- fi.siolC.f"iC<1.Tii('J1t" 
cficie11 te:-. 

Gr<Ht p~lrt'.' d+· 1<1 i11v1•:-.;:i~dciór1 e¡, l;j(...,_ .. 
nerg:éticá e:::.;;. '°.:!I1f(1C"<:1d<1 <• ,_.:-.1 udid.r lo:- m<_.ca
nisn10~ c~luiC":!..r•_:~ qu;_ !)":-11.itc11 <1 lo;:; ~i~t<'n1<l-..:: 
vivos a¡novec},d.r la 4='I1crg.Í<1 di~por1ibl,_· d{· la~ 
transforma.cioni:-~ auín1ic;:1....:. o de la a1>::.circ:ió11 

·de luz para sintetfzrt..r el ATl' ( Brod a. 1 ~i78: 
Joncs, 1981: !'iclH.•11~. 19S2 y 19.S-l: Tzagoloff, 
1953: Haro1d. 19~G). Ex..i~tcn <lo.5 clG.ses de 
procesos. por los cual~s puede producirse €Sltl 

molfcula: la..s Tedc-cioue:- d{.· e1tzirn:L'- ~o]uLlc.c; 
que involucran la fosfori1':1.ción d(_· con1pue.s
tos (fosfori1ación en el nivel de sustrato) 
y la fosfo;ila.ciór; ;:-i._ .... ocic.1cl:~ cc•x1 l~-'"' er.zirna..=: 
ffiembrano.le~ d'O' la c<::i.dPIL<-1 dr_· tra.11~porv_• dt· 
clectrone:. d.;:· orga.11isn10:0 re.o:pin11orio::::. (fo!-
forih:ici6n oxidativ<l-) o d(_· orga.ni~n1os foto
sintéticos ( fotofo::-forilació11 ). Cun10 vía_.;. C"d.p<.1.
ces de producir ATP. la fof;forilació11 oxjdativa 
v la fotofosforila.ció11 f.OJ;. de~dP el punto de 
~ista energi-tico. mucho rn¡;__c, eficiente~ que }a....c. 
fosforilacione.f en el uivel de sustrato, corno 
por ejemplo las que ocurren en la glucó1isis o 
en el ciclo de :Krcbs (Harold. 19$6). 

En 1939~ halcka.r mostró que la sínt'.!Si~ del 

]l.p \l'á:que.: La~lop y G DTTyfu.~ 

ATP en organismos aeróbicos era dependiente 
del consumo de ox.ígeno. A partir de entonces 
F;e han hecl-10 esfuerzos por conocer la forn1a 
en que las cadenas de transporte de electrones 
respiratoria y fotosintética. proporcionan la 
energía requerida para la síntesi~ del -~ TP 
(Tzagoloff. l!lS3). 

II. TEORÍA QUIMIOSMÓTJCA 

E n 1961. Pctcr !\1itcl1ell formuló la teoría 
quin1iosmótica que- plantea que la con

versión de energía prOJ>Orcionada por sus
tratos oxidablcE-. (respirn.ci.ón) o por la luz 
(fotosíntesis) en cnergíd. a1n1acenadn. corno 
-~TP rcquicrP de un bon1heo df: protones 
(11+) a través de la..c;; rne1nbrana.s llamadas 
tra11sforrnadorrt...'- d<_. e11ergía. por el hecho de 
que cu ellá...°" se encuentrau toda-e: }a...c: cr:.zin1as 
I1'="ce~;1.ricl-.'- parrt la cadena de tran:::portc de 
el,.;.>ctrone::- y p<Lr-a l,;:-1 forn1ación de1 ATP. Tales 
rt1e1nl1rana..."' ho:n: la mcn1brrt.na pla...<>má.tica de 
la.!', bacterja ...... rehpiratorias y fotosintl?tic~. la 
n1enibrana tilé-,.coidal de los cloropla.stos y la 
mcrnhran;,. intcrr1a de la."' n1i1ocondria.s. Estc
conjunto de enzima: pu(>de v~rs(' corno una 
p<:t.rcja de Lon1b.-~c:: un;:..i. tra11$loca H- hacia un 
};:s.do de la IrH .. •n1braua v };i. otr;1 bon1bca lof. 
H - provcnient C'"E de la .prirncrn. eu el S<.!ntido 
inverso. De este borr1h~ de H - derivaría. 
.se¡::::ún e.st<i t(•orí~1. la t_•11eq:.:irt para formar el 
ATP a partir dt~l ADl' y d"l fns:L:-i.to i11oq.!:ánico 
(P 1 ) {~icl1olb. 19-~:2 y 1~L'":i...;) (v(~'1....,C la Fig 1). 

Parrt la..." mitocondria~ y JláTd. le~."-- hactcrias 
a.cr6bica...'-- l.ri. bomba prin1ari0:1 Cf hs c:adend. 
re~pini.toria qu0 transfiere electrorie:--. de~d-2 
un sustra.to donador (corno el J\".4.DH o el 
succinato) l1asta un a.ccptor (ger1erd.ln1cnte el 

,~l4~+ : ' ,,,,,..--

¡ OF~ 
: ,,.. ... .-;+ 

1 ATP 

' 

== Membronc 

C) Codenc de "transporte 
de electrones 

):? H ... - ATP Sintetosa 

F1!'.:ura 1. Tr-.-.ns1ocaci6n de protono a travb de una membrana 
tran. ... ronnadora de en~ia. La cadena de trans¡x>ne de electro
nes bom~ H+ hao.a un bdo de la membrana. E1 bombeo de 
H..,. en e1 ~Cillido inven.o. a travb de la H+ -A~a!.a. cicrr.a el 
circuito. La ener¡:ía que dcnva de aota translocación de H+ se 

utiliza p.3?"'3 la sfmesi..«. del AJrl' (Nicholb., 1982). 
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MEMBRANA 

' e 

Figura 2. Modc:lo de l2! ~tructurd del complejo F 0 F 1 dc.-E cuh 
(totrutdo de FuLai y ~na7..'l""'"· 19S3) 

H+ (Amzel y Peder5-C'T1. 19~3: hag~n~:a.. 198-1) 
(véase la Fig 2). Recie1tt,_•rr1ent,_. con e$t udio.s 
de microscopía. ele<"trónicá. se mo:::tró qu"-" Fo 
t.icne una longitud d<' 8.9nn .. S·P s~bc qup 
una bicapn. d+:> fo~fo1ípido:: tiPJJ•.:' uno3 :::1 nni d,-. 
espesor. Jo qué qui,_.re decir qu•-' g:rd.11 pdr-te 
del canaJ s€.· ~ncue11tre:. fuera de l<i. n1~n1bran¡-.,,._ 
Se ha ca.lcub-:1.do qu,_. su dián1etro <:s de lb á 

J2nm. aunqu•· rnuy pr"obábl<_·n1.;:'rit'=· ,_.~, n1'211c1!" 

ya qu<· pu••d( t<'J1e:- u11id<-'-" rnol·~·cula....~ J,·1 
tB~~~{~~~1:. Í~~?;·. utiliz<-: p~1rct f;l; ¡.1irific~ci,_.,¡, 

Para el Cé1.-"-(• ¿,_.~ cr.11npl;:jc_, F(1Í1 n1i;.:--.ro11-
dri~l. entr•.· e~t05 do~ s.-:•rloTC'!.- e::-:i~·teri a.1c:u11n.-., 
subunidadc."- que :-.e co11cH . .:eu ccn11c· fc1.c1u;-<..·:-- c.3.·:1 
cuello. entn: l~ que• :-o:- CI1C1l'.'I1tré1.0¡ e1 factor B. 
el fd.ctor 6 y la proteina qu(' confi,:n• l<:. sen
sibilidad aJ antibiótico o1iC"on1ici11<1 (QSCP ). 
Esto~ fa,to:-cs d'..?1 cuPllo furn1a11 u11 pueutl· 
C$trunu:d..l '2IltT'_' la... ... po;-ciot1<·~ F(, y .F1 y c:-
posibk· qu~· i11t"O."rv~n!Z;1IJ en e1 acop1c.1.n1il'ntc1 
entre el pa...c;;c, de lo::: 11 ...... a travl!;-, del ca11rt.l F(, 
v la ~íntesi~ o lé:i hidróli.-,i~ d-<-·1 ATP e11 bl. F 1 
(Arnzel y Ped~rsc11. 19~:3: h.ci.f:é1.V.·é1.. 19~-1). 

E~ interes.ant(.. n•sa.har varios punt.os acercd 
de lo. estructurad{• 1<1. FoF1---\.TPa...sc •. El hecbo 
de que el gene para F 0 F 1 SP encuentre aJ.--.a
mente conservado en h1. nat ura.1c>za expljca 1os 
varios nivele." dP hon1oloc;Íd en estrt enzima. 
Un prin1er nivel d~:- hon;o1ogía es el que Si.o' 

encuentra entre" 1~ subunidade.s de especie5 
evolutiva.n1ente di~tante~: por ejcn1plo. la se
cuencia de la subunid.<:s..d o de especies muy 
diversas pre!:>enta más de un 607', de homo
logía y en la secuencia de la subunidad /3 la 

}\. Vázquc= La..slop y G Drc.yf'u$ 

homología es aún mayor ("\."sern y col, 1988). 
La.s subunidades e de va.ria.e:; especies cxam..i
nadas presentan dos secuen cia.s hidrofóbica.s 
con€"ctadas por una región polar media.. Otro 
nivel de homología es el que existe entre las 
subunidad{>s relacionadas del complejo por 
tener funciones o propiedades sinlila.res. Por 
ejemplo. la sen1{>j~za entre la subunidades 
o y /3, que son }a...c:; dos única.. ... subunidade:: 
de la enzima qu(.· tienen capacidad para unir 
nucleótidos. o bicri. la. ~ubunidad fo de la F1 
mitocondrid.1 que es. hornól0ga a la subunidad 
e dC' Eschcn"chia co/i. Finalmente. también se 
ha mostrado qu€' existe ltomoloftia cutre la..c. 
subunidá.des o v :3 de la Fl v vari~ enzirna_c:; 
y proteína.. .... q{l(_· pueder. u·rdr nucl~ótidos. 
como la R~A: sintetd..."'ª· la R~A polimera.sa. 
la Crt 2 --_.\.TPa...<:::a.. el tr<i..11s1ocado:- ATP/ADP. 
}a adenilatocina..~<.L la fosfofructocina....c;,a v la 
mio~illa (1'a.:;<1.v.·a. 195~ l. -

\h1.rla.."-. evidencia..., soi.irc la c::.i.ructura de 
F 0 F 1 -ATPd.."-a s.1?ila.lar1 l.ñ nat ur-rt.1C'7a a.i;;.,im{:·trica 
del con1plE-jo. Se· sabe por microscopía el<>ctró
nica que la porció11 F 1 tieIH' un arreglo be.xa
c:oná.1. cori la.."' suhunidad'-'f: o v ,:...1 aco1nodada..o;; 
C1i forn1d. altcrn¿1da. 1.:11 un.a rnéi-.c:;a central 
5(_• observa unc1 t_·structur-<:.. c11 formc:1 de ., .. 
colc•cad;,, asinH~tric;.1.mc-n te. constituida proba
ble1nente }Jor }a...--. f:ubu11idad1_.~ ; y t:. Existe 
una :-.egu11dá. m<t.S.'."1 central nléÍ.$ pcquelta. 
tein1biéL d'sph:.7;,,d;.,.. qu{· quiz;-;__..:. corresponde 
a lá !--ubu11idc1d / \-Boye•. 18:37; l-k ... :-ken1;1 y 
co1.19~':') (v+..'·n ..... ela Fig::_{_i. Ac-tua.lni•.:-11t(•exi~tc 
di~cusic\11 acerc¡.1. de }<l. 11<• equi ... ·nlencia de 
lé>--- tre:: subuT1idr.d1~f" o v de l~ trc5 :3 va 
que. al pan•ccr. no int(.'T<:1¡:_cion.'.1.r1 dt_• l.a.. m:is~Hi 
n1~..t1e:-a co¡1 1<1-'- suhur:.idadt•f-. p·~quPÜa..<: o con 
l;J...'- suhunidrtdc~ del ca.na.l. El hecho dC' que el 
i11hibidor no.turaJ de la ATPa..--.a ~'-' a..c:;oci(• con 
sólo una de la.s subunida.d+..·s :3. apoy¿1 tamLi~n 
la no equiválencia (.'I1tre est~ ~ubunidode~ .. Si 
~sta a.sin1etrí.<1 cr1 la &~sLrucutra de: la i:'nzin1a 
e:- rc1eva.ntl"· o no 11tl.rá el n1eca.nisn10 ca.ta.lítico 
de la hidrolbi~. y-1~ ~í11te::"i~ del ATP~ ef-. una 
pregu11ta por contcstarsf.' (Boyer. 1957). 

IV. PROPOSICIONES ACERCA DEL 
MECANISMO CATALÍTICO DE LA 

SÍN.í"ESIS DEL ATP 

E l mecanismo de síntesi~ del ATP por la 
FoF1 -~.\.TPa.s~ no i11cluye la exist.cncia de 

un interrriediario fosforila.do de la enzima. 
corno ocurre con otrd-S ATPasa, como la 
A.TPasa de Ces.~- del ret.ículo sarcoplá.srrúco 
o la ATPa.sa de Na+-h+ de la membrana 
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F~n. 3 ~·-~~ m:::>t-~la~ prt'""'-~' ck mterC~r~ 
dect..-ór::.1c.a.c dd M:"CIC>r F: de I;. ATI' ~int.:t!'O..""· de ck>~1n.o. dc

C!lop:n;.c.-, r10rn."l.J:1~. de 3{-c;..cn;., ~en!. ic,;;.:;~-. 

plasrr1.;.ticá d,_. ci=Julá...'- 4I1iII,;-,_J•_·~- ~j('r1d(· i'::L

toIJcc~ e! g:-adi•...'rll<:.- d'.· pro<.o::e.:- ~;1H- .. ~ 
... int~rmedia.::-ici d~ alto. ~Ilf.'rF;·d.- p<1r¿1 c5t<:. 

reacciór •. A •. ~;- bi~_·1:. á.UI¡{1uc d.1~1• :-,,-. di:--rut-::· 
la c...::tequ.ionF·t ::-i<:. H- / A'TP. "=~:- l1i•_·1: ~.a.bid•i 
que la síx1t~si.:- o la hidrólü-i.-- d•.'l ATP c-¿.i,
tél.lizada por lé. .F(,F.1-A . .'rPa..o.é-:. e.:-1~ rtcoplad~ 
con la trar1slocac:ióI1 df· H - e,, trrtv•.S: d·e lrt 
ll.Jembrd.11Ct.. Por tnnt0. toch1 JIJo!:·c-;-d1i:..1110 qu~· 

se propong4 a.cercó. dt!1 fundona.rnient0 d(:' 

A 

~ ~ '¡' 
:~ C--~-D-';-0-Ad 

o- o- o-

pH4 

(bl 

(al 

(f) 
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esta. enzima debe contemplar este fenómeno 
quimiosrnótico (Boyer. 1987). 

E.x..istc-n, entonce~~ dos tipos de modelos qui> 
tratari de explicar cómo funciona el con1plej0 
FoF1-ATPa.sa.. Los que se conocen como d'2' 
a.copla..rnieutca dfrPcto~ 5ug:iercn que ]o:, H-- quC' 
&.oll t:rc..11~1ucado~ a travét- de Fl, intc:rvlenen 
dir-C'ctan¡e:1tc c11 las rea<"'cionef. cu-:.· ocurren 
en los sitio~ catéilítico:- d,_. la F 1 • es déc.ir. 
qu•· el acop1nrniento ocu::-rc directc:i.mcntc por 
int<!:'racciou~·:- molt·cularc.5 entre le·~ H .... v lo~ 
suf'trato~. El . .\.DP v el P, St." unC'n aJ -sitio 
cataJítir<1 ti·:-- le. ~uhu;idad .:3. P'.:>rdiendo uno y 
dos H-. n.·~¡lPCtivé-.rrH_·nte. ou,_· s<: libe!"G.I! Laci<:> 
la ni;.-:rl;-. e.:1 e~ Cá..."-C• d.- Ir. Tt1itc•co:1drict E!'tos 
st:str¡ .. ;o:= cu(·C<.11: ur:idof. c<.1:1 ur1.<! c1rie11tn.ción 
esp"'..'cÍfic;:,,_· ch· tal SU•~::-l'' quo::· lo!- H- prcn:c·
ni'-'I1t•_•:'- ci(·] cn:1a! Fe. ir1ri<l·:-·r1 sc•1•::-'· lo:- ú.tOIT!C•:-
cii• OXÍf=-·-•10 Gi.·l }-',. orif::riandc. un<t eRpeci.o:, 
aJtan1.-_.T!h· T(•<'!(""ti"·ct qu•· ~.-. ur:•.· d~•e•t<irlJ•.·nt.r· 
co:i el . .\.DP ~ se f0nnc1 el producto A.1~P. 
E~i(.· n1•"'C'afli~n!n pro:.·d:c(_· lrt e~i•.•quionH.:-trÍá 
espf.•cífic<-i d(_ tr,_·~ H- lib0:-ádo~ por ca.da 
ATP producido (.Mitcl1e11. 187-1: .Scarborou6h. 
19'SG: B<"•yer. 19'7) (véa..c.e Fi~ .:!a). 

El ot!T• g::-t.::po d{' rnode1o!--. }o::: conocidos 
co1110 de acot1larni•:nteo indir .. rtc.. ~o:.tiencn 
que la e1u:-·rgíd. del g::-ci.CicnH· de H ..... ut.ili;:a.da 
para formd?'" .-'\.T'J• tiene corri~· int€'rn1•~diario::: 
cierto~ c.arr1bio:" co11forn1rtcionc--Jr_·~ en F 0 F 1 , C.." 

d(_•cir. proponen qu(• el ~¡di- ticn'.' un efectc, 
-a d.ist.4nCÍC1-· sohre }os f>itio:. cata.1íticoR de 
la. Fi. El pa..pC!~ de lo.s H ~ de d.CUerdo con 

B 

~ ~ (el 

~ 
¡ 

~ (d) 

~- ~pHB 
H' (el 
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este n1eca.nisrno. es producir distinto.f. esta.dos 
conformacionales en los sitios catalíticos que 
difieren principalmente en su:" afinidades por 
los reo.ctantes o por Jos producto.s. Experi
mentalmentoC se sab(' qu<· el .-\.TP formado en 
uno de lo~. sitio~ cd..ta ... líticos no se l.ib{'ra sino 
ha..sta qu".:.' SC" une A.DP en un segundo sitio. 
Esto sudere lé1 sic::uie11':.-'' ~i::cuPncia cíclica: en 
un prim-cr estadoCl .-\..DP y el P1 ~e encuentran 
unido~ débiln1cr1t<: en el sitio crt..~ilitico de 
und. subunidad :3: lo.s H ..... provcuicnte~ de Fo 
provoc.a..I1 un carn bio conforrriaciona.1 que. a 
su vez. produce u11 á.UnH:nto en ld afinidad 
por }oE- su~trdtO ... "' e11 est~· misrno sitio y a.c:.í 
activ'1.dos. si-- con:..bin<-i.n pa.rd forn1ar .:~TJ' que 
queda unido Íul.':-tcn1•-~r1t('. Par;1.Jela:::::J.éll1e. e1 
ATP I-'roducidü ~H c.tra suLunidrtd 5 d(_·hilit;-i. 
su unió11 y f.C libc::-<L mientrc1-..._ qu(' o':: ro de lo~ 
si'tio~ qu•::d.;:;. ¿,.c1ivdd..:• J·•~1c1 U'!:ir n:<1....:: f.U~tr-¿1tc, 
El nH:>Cá..Ilifrr10 sugc:-idü por CE-U· rnodelo r1c• 
predice ningl.i.Iié.l. e.st•.•quior;.1•_·'::T;G .,:-pi:.·cificr1 ck· 
los H ..... n<:>Ces.ario!-- 1,aré:I. la. forn1'1ción de una 
rnolé-cula de ATl-' ¡Bc1ve:-. 1~7'.S \' lSJS";"; ScaT
borougl1. 19.SC) (v(:a_c;"-·"Fig_ ~b). · 

~!\. pef.ar d<· qu<' son e.:::cuela.c;, c1a.ra.n1ent<· 
divididG.....c. quiz~c;, lu~ !UL"C<~.11isn10.:: di• aco1 .. il.a.
micHtC1 dir~.-:to 110 exclüve11 1<-. cxi~tenci<1 d.._, 
cambios c<.H1forn>c1ciona..l<·,_.. y. por otrc. ¡ir~i't'.'· 
la....c; evidc11ci0-5 sobr•~ la exi~tencia d'°' cá.nd·,jo:;.. 
conform4cioná.1•:f nu 11•_.c~·sa.-ri<-1n1euti.· á.poyrt11 
}05 nH~Callisnio~ de aco¡>h~.n1i1~ntc.1 indiF:cto 
(Scd.rboroug:l1. l~tSG ;. 

La n1é:!.yur parte de lo.:- '.:~t u<lío::-- ~c,°i.Jn· 1~ 
cath..lisis d(• h1 1-(,F1 - • .\TPéi...c.:~ ~(· h<""I. n·<:i..1iza.do 
en forrna..c ~c,luble:-- d.:• 1<1 enzin1rt que. cor~H' 
hcn1os n.1,_.11cir11i<1¿,,_ er, t<d .-:otadi:-1 s<· ronH~ortc-t 
como UI! J\Tl'a.sá . .:\~,i. d•_· lo."- dél.Lo~ qU(· Sf:' 

conocen de }él. 11.idrétli~i!-- se ha podido oLtenc.-r 
información muy va.liosa ~obre lo~ pa ...... o~ d(· 
la síntesis del ATP '?n la e11zirn;1 n1cn1hr<--i..Tt<d 
(Grubn1eycr y col. 19S'.2). 

L:<:i F 1 t.ier1e do~ cla.....;,t..•:-. <l•· ~itiCJ~ par.<::. unir 
nucleótido~. t:re!- d·.· ello~ ¡.1u•~de11 in U·rc.a.rr1bic1:
fácilmente los 11ucl(·Ótido~ co11 io:' que St:' 

encuent.ren e11 el mP<lio. Esld característic.<..t 
sugicn.• que e::.tv::: ~01.1 lo.:- sitio.::: Cótalíticos. Ei 
otro tipo d•..> sitios. de lo~ qu12 tarn1-'i~H existen 
tres. no pu1?dc11 recü.mbiar los nucl(.--ótidos con 
los del aaedio y se pie11sa que su función 
e.s estructural o rec:uladorá.. _ll.unau(• todavíá 
quedara ciert~ dud~c:;. se a.ceptá qÚe los sitio.5-
ca.ta.l.íticos se €'ncuentra.n en lc1 subunidá.d•::;; f3 
(ta.mbiéra se f.Ugierc que se podríar;. encontrar 
en las interfa..seb o-t3). un bitio e11 cada 
suburüdad (Grubrn.eyer y col. 198:2; Amzel y 
Pedersen. 1983). 

La formación del .~TP incluye un esquema 

N Vá.:q•e: Lcslop 11 G I>rcyfau 

mínimo de tres pa.sos que se describen con la 
siguiente ecuación: 

(2) 

es decir, estob pa...c;os son la unión del ADP y 
el P1 .. la conversión del ADP y del P.¡ unidos a 
ATP y la. liberación del -~TP. Alguno o todos 
esto.5-. pasos deben estar acoplados al gra.dient..c> 
de protone5 cxistent,e a través de la rnen1-
bra.na. El papel de la cnerg:Íéi proveniente de 
este gradieritc debe ser a.lter~r los valores de 
1<:1-c: constante5- de- velocidad. de tal suerte quf> 
e1 G.parcr11c equilibrio. (k 1 i:;:) .. ·3)/(k_1 k_-:_i:_:.). 
está desola.za.do de 10-<>. en lé .. reacción de 
hidrüli.si~. ó 1 e11 1'1 catálisi~ de le. sínte5i~ del 
ATP (Boyer y col. 19S'.2¡. 

Par.i1 la reacción de liidrólisls. el valor qu(· 
S(· ha. ca1cuh1do pá..ra. lé:!. consta.nt~ de afinidad 
por c1 ATP C!l uno dt• lo5 tre~ sitio~ catalítico~ 
e:;; 1012 ?-.1- 1 . Despué~ dir~ qu(' se une el ATP 
a ur, prin1er ~it io cor: ta..r, alt<:i. afinid;i..d s<
cs:.á.blecc· un rápido !..·quilibrio eILtre ést(.' y 
su.s producto~ h:id-:ohtico:o., ADP y P,. unido~ 
tc•davía.. al sitio caté1.lilico. Ld cor1st<:i.nt12 d(' 
equilibrio de este· p<--"'O c:e- cerc<1na. a l. lo que 
;;:;1q:::i"n' qu(' p<ara el P•-i...."-f""1 ce-i..t<:1lític<.1 el can1biri 
d" cncrg:Í<-1. libre c:o O ( Gru bn1eyer y col. 198~). 
Esta...:;, 0L!"-ervei.c-i011c~ sor: rekvá..nt.<::. para ló. 
sínte~i:;.. del ATP ya que. cu lo~ laboratorio~ 
d"-' Y<::i..rio~ éi.Utore~ !°-(.' 11c.. log-ra.U.o lé:!.. ::.ÍI:tesi:-> nctd 
de _.\TP unido a la F 1 sin qu<' cx.l~ta UII ~µH ..... 
(-...·i·a..<.>(· como ejcn1µlo Górncz-Puyou y col. 
19Sfi). Este hecho. junto con la alta afinidad 
qu"".? rnue~lr<:i (~1 sitio C4talítico por el ATP, ha.n 
11evadü <:i propcn1er que no es le.. forrnación 
del er;l.;:,,.c~· anhid•ido c-11tre el _!\.DP y el P 1 

cJ pa..oc;o qu<.' n·quii~r<'..· ló encrgíC.t. del gr.:i..di.entl..> 
d~ H ..... _ sino que dura.11te lél. liheración del 
A .. TP. fonna<lo en loi:; sitio..- ca.ta.líticos d1:.· la 
F 1 • ocurren la....::. tran.sformacione:- €:IH!rg,ética...c;, 
(Gruhrneyer y col. 19S2: Boyer y col~ f982). 

Como va se había m~ncionado. muchas 
evidencia....; indic€1..n que la F 0 F 1-_.;..TPa.sa. es 
una enzima a.sim~trica. Existe11 vario~ a.g:ent.e~ 
corno el -1-cloro-7-nitrobenzofurazano (Nbf
Cl ). J;.,. diciclohexilcarbodiimida (DCCD), o 
el propio péptido inhibidor natural de la F 1 
n'l.itocondrial, que con unirse a una sola de 
la.s tres subunida..des f:J inhlhcn la catálisis de 
la enzima. Estos hechos a.poyan la idea de la 
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existencia. de cooperath·ida.d entre las subuni
da.des catalitica.5 de la F1 (Cross. 1981). Má.s 
aún, se ha determinado que la velocidad de la 
hidrólisis del ATP en un so]o sitio catalítico 
es muy baja. pero que cuando se une sustrato 
en los sitios restanteb~ léi. velocid<s.d aun1enta 
106 veces (Cross y col~ 198~) .. ~ pesar de que 
estos hechos apoyan la acción concerta.dél de 
la.s subunida.des B durante Ja cat.álisi~, ex..istcn 
sugerencias acerca. de que e.stas t.re:. E>ubunida.
des podríar1 funcionar indepe11dienten1ente. o 
bien dos de ella." ser independientes de una 
tercera (Soong y \Vang. 1984 ). Éste~ aú11 es 
un temá de discusión. 

V. FACTORES REGULADORES DE LA 
CATÁLISIS EN EL CO?\.~PLEJO 

Fc.F1-ATPASA 

L a reacdón catalizada. vor- ]a H--ATPa..._"'a 
es reversjb]e. ¡_Qué e:-c:trategia_'-'. ayudan a 

determinar la dirf>ccirina.lidad dr.:- este oroc(•so'.' 
Existen factorc:- muy di -..·crf'O$ qut.-

0 

se han 
propues.to con10 re~uladore~ di.' l;,. actividad 
del comp]_,_~jo F 0 F"1 • para qut;: la ar.ti v!daC 
hidrolítica esti- .ir1hibida cuándo liaye:i requeri
mientos fisiológicos de ATP o pá.ra. que pueda 
cornporta.rsc comu 1.:n<t ATPaso aJ O("Urrir 
proccsof que dcn1e:..11da.11 la. hidrcllisis de este 
compuesto ( Schv.. erzrr1a.nn y Pcdcrsen. 198(;). 
1.1cncio:nd.n.>rno~ <:Ll,c:t:r10:=: d~, lo:-- f.<icton!':-" Hi(•jor 
estudiados. 

E? propi(_• gr.cidít,IJt{· d'· JI ... e:-: u¡¡u d•· in'.
princip<:i..le~ n1PC"it..rii5nio:-: cit._• cc.ri<rcil Pr1 la .·\'rJ· 
sintPta.sG acopladé~ <:. Ulié1 n1'!Il1 hr.<1.n~1. L>P l~t 
ecua.ción ( 1 ). es clarci que el ~¡iH- lh·lw <'¿ne;
un valor con::.ta.r·.l·~. por lo quf_' el ~t.· y e1 
.ó.pH son va...lon-~~ cor11pl(·n1,.:"n:ario~. aunqu•· 
variable:-. s<:>g-úri el sisten1á y las co11dic-ior1·~:.. 
Por l~jernpl0. recienterriente ~(' ha 1no~trado 
que pu~d·· l<::>f.TG.!""""'f' la r-.íntesi!'" del ATP er1 
la enzin10 mcn¡b;-a.nn.1 co11 un so1o puiso dc 
voltaje. qu(_· induce UII ~t.·· d4• ma~nitud 
v du~adón coutrold.da...c;;,. cornCJ ú11ica fu1.:>nlC' 
de energía. Esta síntesi:- e~ se!:.sihk G1. 10:
:rn..isruos inhiLidorcs y a.gente.s que afectan 
a la fosforilació11 oxidativó. (Knox y T~ong. 
1984). Tambié1.1.. def.d{· el trdbé:l.jo cl<1.sic-o dc· 
Ja.g:endorf y 1Trihe (J<:i.g'¿r1dorf y Gribe:. 19GG). 
se l1a logró.do en Vá.rios sist12ma-s la fu;rnación 
de _.\.TP con un grd.dif.:'nte a.rtifica...l de plL Este 
tipo de estudio~ dcn1ue~tr<i.I• qtH· ld. sính:si~ 
del ATP depeade del .6.µH- y que puedc
scr it1dcpendjente del fundona.miento de la 

t cadena de transporte de electrones, y está.n 
\ d~~na.dos a esclarecer el papel del .6.pH y L ao •• » <=focH-;ó" "''"ª""ª· 
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Ot.ro factor importante regulador en la 
catálisis de la F1 lo constituyen los nu
cleótidos que se encuentran unjdos a ésta. Las 
subunidades o y f3 poseeu di!'tintas afinidades 
para la unión de los nuclf..-ótidos: dependiendo 
de ést.a.s. el ADP y el ATP pueden estar fuerte 
o débilmente unidos s~ según las condiciones~ 
pueden cnco11tra.!'"se en sitio~ caté1.liticos o 
no cat al.iticos. Cuando el ADP fucrtement.c 
unido sl."' libera. de su sitio de unión. aumenta 
para.lela..rnentE> la actividad de ATPa.sa; se 
considen1 qui.? este A.DP está ligado a un sitie 
de control distinto de] sitio catalítico (Boyer 
y col. 1982). pero también se:- ha sug~rido 
que> el ADP pued-e ejercer FU papel regulador 
desd~ el n1isrno siti0 dond(' ocurre le:. reacción 
(!.1a.rtins y col. 19S.5). 

La proteina inhihidora na.turaJ a...c;;ociad.d a 
alí!'una..s FoF1-ATPa...s~. con1(_1 Le:.. n1it(_•co1idria..l. 
tiCn(:" lr. propic.·da..d dP disr11inuir la actividad 
hidrolític-a de esta enzima.. ya que incr'?n1enta 
el tiempo d(' lihcra.cióri dd A.DP que 5(.' 

e11cuentrá en e1 sitio cata.lítico corr10 producto 
de };!- hidról.isi:-.. Ef'ta proteina no af~ct.a ]a 
vek.•cidad e11 <!l e:;tado estacicJJJ.ario <l'2' la. 
síntP~i~ del ATP. p-"C'TCl sí provoc..a. u11a fa...i;e de 
n.·tardo en Id velc•ciri;1d .inicial. Así. a.1 tC'J1er 
uu ef,_•cto e11 an1Lot- sentido!- dl' la reacción. 
s·-' ha co11~.id0rad•1 qu~· esto!"- inh.lbidore~ son 
Íét.ctor(.~~ c.sPuci:1.le.s en la. re,C"ulació11 d(~ la 
PI1zin1a (Srhw·::rzn1an11 v P(•del-;o.•_•IJ. l~~Gl. 

L<t-.'- int•·raccion,·.~ cJt;(. si· e.staldc·cer; CntT{' 
lél..· !_-.t.d•UI1id;.ci•_•:- di:: l;:: l-t,F 1 -.-\TI'a.sa puc•dc1i 
Ilii.•du!a.r le, c;.~rt.il:::i~ d•.·i co1npl•_·jo. Pc1r eji~1H
pic .. s(· 11<lJ1 l1f•cbc, exper.in1c?1tos dt_· di::-ociación 
d(' l<L.."-- ~uhunidci.d-:.,_-.: Q.-_.1e:. F 1 : la..r;;,, .subunidade;.. o 
,. :J' sol.iL..'- l• a..r;;,,ociacia.s so11 inca pace~. de l:.".!a.lizar 
~ctiv.idad hidrolític.a. Al rPConstituirs" t o 
< !-:.(' r~ctlpcr•~ C'Sta funciór-1 ()-oshida. 19.S-1). 
E~to su_gicre quE-· se requiere dt_·· una estr11ctur.<:.. 
mínima para qu€"' el complejo :-;ca fu11ciona.1 
y. po:- otra parte. este tipn d(' experi1nento::: 
¡iy·udan a deducir el pap(_"] que tien~· cada una 
d(· l<t-'> suLunidadcF en el complejo enzimático. 
Ta.n1hié11 la.~ suh:.inida.~ie~ del canal de H._ 
t.icn('n infl U'=ncia sobré las r'O'a.ccion-;:~s de1 
S{•..:-to:;- catalítico. El reactivo diciclohex.ilcar
bodiirnidé!. (DCCD) si_. un(' a un solo residuo 
d{' ácido ~lu:árr1ico di: la. suhunida.d e de Fo 
y cst0 ha..."'ta par"1. bloquear el pa..<..o de lo:: 
H+ y 1~ actividad de ló ATPa.sa d(' la F 1 
a.sociei..d4. Se !ia. den1os-trado qu(' este inhibidor 
de} canal disminuye la afinidad por el ATP 
en e] sitio cata.lítico, lo que sugiere que ]a 
actividad de la F 1 podría estar regulada por 
cambios conformaciona.Jes transm_jtjdos por 
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int.eracaou entre subunidades, aunque sean 
de sectores distintos (Penefsky~ 1985). 

En el mismo sentido, es un hecho co
nocido que del cornplE>jo FoF1 solamente el 
sector Fo tien"! contd..cto co11 los fosfolipido5 
de la merr1braua... Así que. a.1 purificarlo 
y reconsiituirlo e11 vc5Ícu1ei..s. de fo~folípido& 
{liposorna..c;) dC' difr:rent<: na..turd..1eza, cualquier 
cambio eu 1~ actividJ.de.s enzimáticas o en 
las afinidades por su5tra.to~ dependiente~ de 
la. composición de esto~ liposomas, 5(.· debe· a 
que la..c, alteracio11es que oC""u rrer1 en el sector 
mcmbra.naJ pueden tener influencia &obre 
lof. ever1tu.:. cata..líticos v ~obre los carnbiof"
conformaciot1é1.lcs qu'"¿- o~urren en la. porcióu 
F 1 (véd..."'e con10 C'jen1plo La..ird y col. 1986: 
Dabbcni-Sala y col. H~SH). 

Los traba.jo~ de 11uestro labora.torio se 
encatnina.11 a estudiar ciert~ n1odific.acionc:.. 
en la estructura dl~ lrt H---ATPa.....,rt OU*'-' S(' 

refleja.ti en a.lteraciune~ durante la. ca.Íá..lisi~, 
para deducir- posih1(·~ p<-i.peles re~lci.dores de 
po:rcione~ csp(._~cífic¡u.. de lo enzima ~oLre su.'° 
propias funciones. Pa..ra. e~\(' propósito hen10~ 
ut.i1izadu di~ti11to~ eufoque~: 

- El uso dP dc•tcrgi.•nt(._•::- sobre clistinta.c.. 
preparacione~·. de la H ..... --~Tl'c!..""·;_1. rnitocondriá.l 
y bacte:rid.n41. que H1odi fican f.U actividad 
para hidrolizar el ATP. El detcrg.ente lá.uril 
dirn€tilanüno óx.ldo ( LDAO) tiene la propie
dad de ef-timuhLr le. rtct.ivi<lnd hidro1ítica de 
la ATP<1.sa rnitnco11dria1. f>ie1nprt..:" y cuó.ndo 
la prov~ina inhiLidora y/0 d canct.1 Fo F· 
encuentre11 unido~ a la JlOrción F1 de h1 
enzima.. Ef' bi<-11 co11ocido qu(• ld protcin<i. 
inhibidorc:-i. e~ uno de lns principa.h.•$ fó.ctor,~:
reguladore::- de 1;1. ATP<ts<i.. dt:.· lrt rni1.oconciri&.. 
urovocaudo uné... disrniI1ución en la d.ct.ivida.d 
Íúdrolític<L: el hecl10 d(• qut• el LDAO estimule 
la actividad hidrolítica de la F 1 a.....-..ociada 
a esta pro1ei11a. pui:·de cxplic.ei...-s<e.· co11 u11 
cambio eu la interacció11 entre la F 1 y el 
inhibidor. Quiz{i.s. el punto qu~__. a.t.rat· n1á..'- la 
atc11ción es que el detcrg,•~nte~ ann en ausencia 
del inhibidor natur~~ estimuló. aJ con1plejo 
F 0 F1 mernbra11a.1. lo que SUf!;icre que por la 
asocid.cióu dei canal y b1. porció1t ca.la.lítica se 
ponen de 1na..nific~to otra:. intera.ccione.s erttrE' 
subunidadeF- que no existen en hi. Fi aislada 
(Vá..zquez-La.slop y Drcyfu~~ 19SG). 

El LDAO tan1hién ef. ca.paz de estimu
lar la actividá.d de la n-+--.t\.TPasa de la 
bacteria fot.osintética Rhodospirillurn. rubr-uni 
(lv1ontero-Lornc1í y Dreyfus, 1987). Una. pro
piedad de esta _<\.TPa.sa. es que nl.ientr~ está 
asocia.da a la. membrana su actividad depende 

de la presencia del Mg2+ y al encontrarse 
corno una enzima soluble su a.ctivida.d es 
dependiente del Ca2 +. El LDAO modifica 
muy ligera.mente est.a últirnn actividad~ pero 
en contraste. tiene un marca.do efecto sobre 
la hidrólisis de ATP dependiente del ?-..1g2 +. 
Se ha report.ado que el lv1.g2 -. en un factor 
regulador importante de c~ta enzima y 5€' 

ha su~erido quC" e1 magnesio unido a la F1 
estabiliza la estructura de la protcina (Senior, 
1979 ). Un dato interesante obtenido en ~ste 
laboratorio es que el LDAO puede aumentar 
en un orden de magnitud la hidrólisis del ATP 
present.c e11 uno solo de lof- sitios e.ata.líticos. 
Hemos menciond.do que• la. F 1 cuenta con tTC.$ 
copias de la subunidei.d {3 y que~ por lo tanto. 
posee tres sitios ca.ta.líticos_ El hecho d(• qu(• el 
LDAO incremente la velocidad de la catálisi~ 
en uuo solo de estos .sitio.!-- indico. que se este;. 
perdicr1do e1 control de la única subunidad 
/3 qu(• fu11ciona ha.jo Cf:tá.-'"'. condicione~. En 
e~tP trabajo f.C sugirió que el detcrg,ent" podíé:i.. 
d.lt.erar int.•:raccione~ entr(._' subunidadc~ qu(._~ 
depcuden de la presc11cid. del t.1.g2+ uuido y 
que~ por e~ta razón. estin1ula la velocidad dt• 
la catá.lisi~ CH u11 solo sitio. De acuerdo co11 
otros autore~ (Senior. 197~: Norling. 19SG). 
h1 enzima podríü. tener una conforrna.ción 
~·compacta- dt: act.ivida.d ca.ta.lítica baja y una 
a.ctiYidad alta. la conforrna.ción '"'"flcx.ible- que 
se· ma.nifiesta cu pn•scncia del dct.crgent,_. y. 
quizá...~. c11 el complC'jo F 0 F 1 mcrnbra.11al bajo 
ciert<L-s co11diciollc~ fif.ioióg.ic.a..s. 

- El uso d<· a.nticuE'.rpos diri~ido~ co11tra 
la.<:. subunida.dP~ o y /3 de> la F 1 rnit..ocon
dria.1 }la n1ostrado difcre11cia...~ importantes 
entre la d..Sociacióu de la prot.eina iuhibidora 
unida n'1..t.ura.ln1cntc a.1 compl4:'jo y el inhibi
dor recO!lf;tituido "in uitro. Estos a.r1ticuerpos 
precipit.a.n de n1a.11c.ra diferente al complejo 
F'0 F 1 mcnibra.naJ con inhibidor endógeno o 
adicionado. Est.o irr1plica que la Fl asociada 
de Tnanera. nd.tura..l con su inhiLidor es estruc
tura.lrncnt.<> di:>"tinta a lo.. euzima asocia.da. con 
i11hibidor exóg,eno. Estas diíercncia.::: tambiéll 
sou evidentes en la enzima cat..a.líticé1.111ent.e 
ét.Cti-...<i.~ ya qu•~ lot- a..iit.icuerpos estimulan la 
hidrólisib del #~TP eu la. enzima merobra
nal co11 inhibidor endógeno pero inhiben la 
misma. en el FoF1 con inhibidor reconstituido_ 
Ademá..s~ se observa. el efecto opuesto al 
prob.u- los anticuerpos eu rea..cciones que van 
en el sentido sint.ético (actividad de reca.tnbio 
ATP-Pa)- Nueva.mente~ en este t.rabajo se 
resalta la importancia de la intera.cción entre 
subunidades sobre la. regulación de la. función 

-·· 
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del complejo FoF1-ATPasa (Valdés y Dreyfus, 
1987). 

- El efecto de la presión hidrostática 
sobre la.s proteínas oligomérica.s parece ser 
el Dl.ejor medio que proporc).ona información 
sobre las intera..ccioues proteina-proteina sin 
a.Iterar la. estructura terciaria de léU'> cadena....c. 
poUpeptídica..c. La presión hidroFtáticii. inac
tiva de manera irreversible a la. F 1 -ATPa..sa 
mitocondria.l~ pero si est~ en un medio qu'--' 
contiene_· glicero1 o se "?ncuentr<:i. asociada a 
la porción merrlbrana! se pro1ege de> dicha 
inactiva.ción (DrC'yiu~. y co1, 198Sj. 

En resurr1en, la: int-ero.ccioncF entre .suhu
nidadcs represcnta.11 probaLlcmentc u11 fac
tor de regulación en la. ca1 álisb de la H-- -
ATP sint.asa. E~ po!:'ible qu(_· }a..:;; interacciones 
proteinii-protcin<'l. seü..n un fenórncno gc:ncra.li
zado et1 cuó..ntD a r11eca.ni!>n10~ d.o:._• rcc;ulación 
en lo..s proteíua.c, rnultin1~ric~- -
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ABSTRACT 

C.cll mct.<tt>oh!.m u. mcd1i1tcd 1n f.".COc:::r.il ~ adcnos.ine lriphos
ph<tlt. (A"TP J· *I11cn:forc AT'J' couplc::<- ene~· requtnn~ reac
t1on..<- H• lhc.: hydrol:-~l!. of tL., ~'lmm;1-pho.<.ph.atc '"-"hich ~ h1ghty 
cxcrgnmc. A ocntr ... 1 proPlcm 1n b1oenerge1ic. 1-<. thc.· cnem1D!'.
motK mech.dms.m or ATI' synth~i:. by lhe ATI'-syntha..<.e. "Ib.1--. 
chemio:s.motic lht::ar;. su~e>-ts lh.."ll a prnton ~rnd1ent a~ 
thc cner~·tninMlunnf: mcnibrain~ i..-. us.ecJ ror ATI' synth~i.5-. 
'Ibr proton potc:::n:1al ~ tln:: pruduct of lht: clcclron-trart.'>port 
dlitm :octn.,~· and u. con. .. umcd in par. hy thc cncrgy ~ui.rin~ 
AT"f' i=ynthc::sc: mcd:.atc:d ~- lh~ .>!\.TI' ~'Tlthasc. ThL-. complc;1; 
mcmbrd.nc:-hoound CUZVIDt cont.ai~ at lca~t ten ioubuniu. which 
an: n~ry for a ~it>k rot.atrvc e<alaly11.::: mechan~ &nd 
for 1L<. regulauon. Coupli.nt be~ lhe ;:>roton.:> a~ lhc::: ATI~ 
s..-nth.as.c-ruembrane ~or and lhc::ir ·~1.ah.-t.1c 5.itio. i:<. a ni.auer 
Ór du.c~1on until nQl\lo_ Mon:::over. it U. not -l.:nO\lltl which are the 
cn~·requinnf stepe. dunnf: thc ATP ~lhe::.!!>. Titere are m..any 
poiu.it>Jc: conlributon- for lhe rr¡:ulauon of lhc ATP-synthasc. 
lhat U mcmbranc-proton p-dd1:=nt.. enzymc-bound nudeotides 
and catton:>, mcmbranc pha&phohpid.!. and ioubunu-&ubunit inlc
ntcz.io~ in lhe pnxcin. 
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