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RESUHEH. 

En este trabajo se estudió el efecto del NADH, NADPH, NAD+ 
y NADP+ sobre la síntesis de ATP que acompaña la oxidación 
del succ1nato en partículas submitocond.r1ales HgATP. se investigó 
también el efecto de estos pir1d.in nucleótid.os sobre la 
hidrólisis de ATP en particu1as de corazón de bovino y la Fl 
soluble. Todos los pirid.in nucleótid.os 1nhib1eron la h1d.rólis1s 
compet1t1vamente cuando la concentración de Hg-[y32p]-ATP se 
var1ó de 0.1 mH a 3 mH. En ausencia de p1r1d.in nucleótidos, se 
determinó una Km de 150 µH y 360 µH para las partículas 
subm1tocond.r1ales y F1 soluble, respectivamente. Cuando se 
examinó la acción 1h1b1toria de concentraciones crecientes de 
p1r1d.In nucleótid.os (0.5 mM-5 mH) sobre la h1d.ról1s1s de ATP a 
una concentración constante de HgATP de 100 µH, el NADH, NADPH y 
NADP+ a una concentración de 5 mM inhibieron en un grado similar 
la actividad. h1d.rolit1ca: aproximad.amente en un 501.. El HAD+ fue 
menos efectivo. La síntesis de ATP, teniendo como sustrato 
oxidable al succ1nato, se inhibió por el HADH de forma 
competitiva con respecto al ADP. El NADPH, NADP+ y NAD+ afectaron 
la síntesis de ATP en gr.ad.o menor. Concentraciones crecientes de 
fosfato inorgánico (0.1 mH-10 mH) a concentraciones constantes de 
ADP (10 µH, 50 liH y 500 µH) disminuyeron el grado de inhibición 
sobre la síntesis de ATP ejercido por el NADH. A medida que la 
concentración de ADP se incrementó, se requirió una menor 
concentración de fosfato para revertir la inhibicion por NADH. 
Con el fin de reconocer en que magnitud. las diferentes partes de 
la molécula de HADH afectaban la sintesis, se probaron los 
compuestos siguientes: nicotinamida, nicot1namida-mononucleót1do 
(NMN), ad.enosin(5')d.ifosfo(5)-13-D-ribosa (ADP-ribosa), NAD+, 
NADP+ y NADPH. El efecto de estas moléculas sobre la síntesis de 
ATP se comparó con el efecto del NADH en una condición en que 
este último inhibió la sintesis un 50Y. (ADP 50 µH y Pi 0.5 mH). 
El orden de inhibición obtenido por estos compuestos fue: 
NADH>ADP-ribosa>NAD+>NADPH>HADP+>NHN>Nicotinamida. 



IHTRODUCCIOH. 

Los mecanismos de transformación de energía en los 

sistemas biológicos, presentan un enorme grado de complejidad 

cuando se les intenta entender a nivel molecular. El proceso de 

transducción de energía que se desarrolla en la membrana interna 

mi'tocondr!al, en 

cianobacter1as y 

la membrana Ulacoidal de cloroplastos y 

en la membrana plasmá t1ca de bacterias 

aeróbicas, es particularmente intrincado debido a que intervienen 

conjuntos de enzimas mulUsubunitarias cuyas funciones pueden 

di vir:Hrse principalmente en dos: a) Transferencia de electrones a 

lo largo d.e una cadena nasta un aceptor f1nal. Este fenómeno da 

como resultado una separación de cargas en la membrana con la 

generación de un gradiente electroquímico de protones (4.µH+) 

y b) Utilización de este gradiente para la síntesis de ATP y para 

el mantenimiento de di versas funciones esenciales 

vivos (1). El esquema ilustra el papel central 

de los seres 

del 4.µH+ en 

los procesos bioenergéUcos. De acuerdo al esquema, la energía de 

la luz o de los sustratos respiratorios se puede utilizar por 

las enzimas de las cadenas redox respiratoria o fotos1ntét1ca y 

en el caso de las halobacter1as, por la bacteriorrodops1na para 

formar el 4.µH+. Este gradiente electroquímico mantiene 

diferentes tipos de trabajo en la membrana, siendo la síntesis d.e 

ATP la función más importante. En ciertas bacterias se forma un 

4.µHa+ en lugar del 4.µH+ a expensas de la energía liberad.a 

por la respiración o por la d.escarbox1lac1ón no oxidativa de 

algunos ácidos orgánicos (2). Así pues, el 4.µHa+ se utiliza 

en estos organismos para mantener el trabajo mecánico, químico u 
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osmótico. El patrón más compucacto de transducción de energia se 

encuentra en las células animales, ctonde existen tres formas 

diferentes de energía: i) un 4µH+ en mitocondrias y membranas 

celulares; 

celulares 

11) En algunos casos un 

externas y 111) ATP 

4µNa + para las 

para los procesos 

membranas 

celulares 

membranales y no membranales. 

Actualmente se acepta que 

reacciones proveedoras de energia 

encuentran 1nterconectactas por medio 

en las mi tocondr1as 

y las consumidoras 

del 4µH+ (3-5). uno 

las 

se 

de 

los múltiples procesos consumidores de la energía del gradiente 

es el de la síntesis de ATP a partir de ADP y fosfato 1norgán1co 

(Pi). Los sistemas moleculares encargados de tal función son las 

denominadas ATP sintasas (referidas también como proton-ATPasas, 

H+-ATPasas, complejo V o simplemente Fo-F1J, que junto con las 

proteinas del sistema de transporte electronico const1 tu yen las 

unidades responsables de las reacciones de fotofosforilac1ón y 

fosfor1lacion oxidat1va. Las funciones cte la ATP sintasa podrian 

resumirse de la manera siguiente (rev1sa<1as en 6): 1) La 

TRANSLOCACióH, que consiste en permitir el paso de protones por 

la bicapa l1pI<11ca a través del sector Fo embebido en la 

membrana; 2) El ACOPLAMIENTO, que es el proceso por el cual los 

protones llegan hasta el sector F1 en una forma ütU, de tal 

manera que la energía almacenada en el 4µH+ produce 

concentraciones elevadas de ATP y 3) La CATáLISIS, es <1ec1r, la 

formación de ATP en el sector Ft a partir de los sustratos ADP y 

Pi. En ausencia del gradiente electroquímico de protones, las ATP 

s1ntasas h1drolizan ATP. Este proceso está íntimamente ligado a 

la expulsión vectorial de H+. Debido a esta caracterist1ca, las 



ATP sintasas pueden clasificarse dentro de las ATPasas cuya 

función escalar catalítica (síntesis o hidrólisis de ATPJ está 

mecanísticamente acoplada a la translocación vectorial 

transmembranal de cationes, tales como H+, i::+, Na+ y ca2+, Sin 

embargo, la complejidad estructural de las ATP sintasas;H+

ATPasas es mucho mayor comparada con las ATPasas translocadoras 

de ca tienes (7 ,8). 

Considerando tal complejidad, tanto en estructura como en 

función, los resultados que se detallan en esta investigación 

serán mejor entendidos si se abordan los tópicos que a 

continuación se mencionan: a) composición, estructura y 

mecanismo catalítico de la ATP sintasa mitocondrial; b) factores 

reguladores y c) estructura del sitio catalítico. Se pretende con 

ello delinear una imagen general de la enzima. En la última parte 

de esta sección introductoria se puntuallzarán los objetivos 

correspondientes al presente trabajo. 

U. COHPOSICI6H Y ESTRUCTURA DE LA ATP SIHTASA HITOCOHDRIAL. 

La ATP sintasa mitocondrial está formada por un sector 

membrana! conocido como Fo, embebido en la membrana y relacionado 

con la función de translocar H+ hasta el sector F1 donde se 

efectúa la hidróllsis y la síntesis de ATP. 

se han estudiado extensamente las caracterisUcas del 

sector F1 mitocondrial (muy simllar en todas las ATP sintasas de 

diversos organismos) como son la masa molecular, la 

estequiometría subuni taria, la secuencia de aminoácidos y el 

enlazamiento sustrato/producto (ver revisiones, 6,7 y 9). El peso 

5 



molecular del complejo F1 es de aproximadamente 347 KDa (10), 

aunque se han <1escrito valores entre 360 y 360 KDa cver 8). El 

sector F1 m1tocondrial está constituido de cinco subunidades 

diferentes designadas a, s, y, a, y E con la estequiometria 

establecle1a a 3 13 3yaE. Esta estequlometría se <1er1vó 

principalmente de los experimentos de marcaje de grupos 

sulfhidrllos (11) y e1e marcaje por afinidad y recuperación de 

subunldades purificadas (12); el resultado del empleo de otras 

técnicas, tales como ultracentri-fugación, marcaje covalente e 

incorporación de radia cu v1da<1 en las subun1dades i.e. cuan<1o se 

cultivan bacterias y levaduras en me<1ios que contienen 355_ 

sulfato o 14-c-g1ucosa sirvieron <le base para la estequiometria 

señalada. Finalmente, Dunn & Heppel (13) y Dunn (14) al resumir 

los .:tatos de reconstitución y enlazamiento con subun1<1a<1es 

aisladas, deflnleron que cada una <1e las subunldades menores 

(ya y EJ están presentes a razón <1e una copia por sector F1. 

Los pesos moleculares para cada una de las subun1<1a<1es de la ATP 

sintasa mitocondrial <1et.erm1nados son: a, 54,000; a, 50,000; 

y, 31,000; d, 19,000 y €, 15,000. 

se ha identificado la secuencia completa 11e aminoácidos 

(por análisis del DNA) de la porción F1 de Rhodopseudomonas 

blast1ca (15), Rho<1ospirillum ru:brum (16), Escherich1a ~ (17-

19) y la c1anobacter1a Synechococcus 6301 (20); la estructura 

primaria de las su:bun1dades de la F1 <le corazon de bovino se 

determinó por secuenciamiento de aminoácldos (21). 

El sector F1 se puede separar 'fácilmente <le la membrana 

y purificarse como una proteína soluble en agua, alcanzando un 

alto grado <le homogeneidad (10,22) y exhibiendo una actividad 

6 



hidrolítica con un número de recambio de aproximadamente 600 s-1 

(7). La hidrólisis de ATP por F1 soluble es la función que más se 

ha estudiado, aunque han aparecido reportes en los que se señala 

que la F1 soluble es capaz también de llevar a cabo la síntesis 

de ATP fuertemente unido a la enzima (23-27); se ha demostrado 

también la síntesis de ATP en psm desacopladas preparadas a 

partir de membranas tilacoidales (26,29). 

El sector Fo de Escherichia coli está constituido por tres 

subunidades denominadas a, b y c (30,31), con una estequiometria 

de a1 b2 c5-10· A la proteína c también se le ha llamado 

proteolípido enlazador de diciclohex1lcarbod11mida (DCCD) [31), y 

se acepta que esta es la sul:>unidad responsable de formar la ruta 

o "canal" por el cual los H+ fluyen hasta la porción Ft· Sin 

embargo, se ha demostrado por estudios genéticos (33), que las 

SUbUnidadeS a Y b son necesarias para llevar a Cabo la función de 

translocación. En lo que concierne a la porción Fo de la ATP 

sintasa m1tocondr1al, se sabe que está formada de varias 

suJ:>unidades cuya estequ1ometr1a aún no se define. 

cuando se analiza la estructura de la ATP s1ntasa 

mitocondrial y se le compara con sus análo11os procar1ót1cos, se 

observa que las primeras poseen proteínas adicionales. se ha 

propuesto que algunas de ellas tienen la función de unir 

correctamente el sector F1 con el Fo. Estas subunidades son: la 

proteína que confiere sensibilidad a la ol111omicina (OSCP) [34), 

el pol1pépt1do F5 (35) y el Factor B (36,37). Hin11una de ellas 

presenta actividad catalítica, pero es muy probable que afecten 

tanto la catálisis en F1 como la conducción de H+ en Fo. Adem&s 

de estas proteínas, la ATP sintasa mitocondrial contiene otra 

7 
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p?'oteína <1e bajo peso molecular denominada Proteína-Inh1b1<1ora 

natu?'al de la ATPasa, descubierta por Pullman y Monroy (38). como 

su nombre lo in<1ica, este peptido 1nh1be la h1drol1s1s <1e ATP 

cuan<1o está unido a F1 y también se ha detectado que inhibe la 

fase inicial pero no la de esta<1o-estable durante la síntesis de 

ATP (39-'H, para una revislon ver, 42). El esquema 2 muestra a 

la ATP sintasa mitocondl'ial. 

Finalmente, cabe mencionar que se han obtenid.o 

preparaciones altamente purificadas de ATP sintasa de hígado d.e 

rata con 9-10 pol1pépt1dos (43), d.e mamíferos y hongos con u-12 

pol1peptidos (4'!-'47) y de corazon de bovino con 14 pol1pept1d.os 

(48). En resumen, el número mínimo más probable de subunidades en 

las ATP sintasas de mamíferos oscila entre 12 y 14, lo que las 

cataloga como una de las enzimas más complejas en est?'uctura Y 

por lo tanto en función identificadas en los sistemas b1ológ1cos. 

1.2. MECAHISMO DE HIDRóLISIS Y SiHTESIS DE ATP. 

seria prácticamente imposible entender como el sector F1 

trabaja catal1zando la hidrólisis y la síntesis d.e ATP sin 

conocer el arreglo espacial de las diferentes subunidades 

presentes en esta porción. De los estudios de microscopia 

electrónica y difracción de rayos X se han derivado algunos 

modelos que tratan de explicar la organización tridimensional del 

sector' F1 (49-53, para una revisión ver,6). El modelo de Amzel y 

col. (53) obtenido por pat?'ones de difracción de rayos X a partir 

de cristales de F1 de higa<1o de x:ata (54) a una resolución de 

8 



ESQUEMA l. ESTRUCTURA DE LA FtFo ATP SINTASA 
MITOCONDRIAL. La porción F1 está constituida principalmente de 
las subun1dades o:, f3 y y, La subun1dad y parece estar 
implicada en la conducción de H+, mientras que las subunidades el 
y E en la conecc1ón del sector F1 con el F 0 • La compos1c1ón de 
F0 , con sus proteinas integrales de membrana, es particularmente 
incierta. PI: Proteína Inhibidora. (Tomado de F. M. Harold. 1986, 
THE VITAL FORCE. In Mitochondr1a and oxidat1ve Phosphorylation. 
F1'eeman & Co., New YorK., con algunas modificaciones). 
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9 A, es 11 ustra ti vo. Este modelo sugiere un eje doble de s1metria 

con seis areas de densidad electrónica arregladas en forma de un 

hexágono distorsionado o de un octahedro colapsado. Cada área 

contiene la suficiente densidad para acomodar al menos una 

subun1dad o: o 13. Debido a la falta de densidad electrónica en el 

centro de la molécula, los autores sugieren que la organización 

subunitaria es notablemente asimétrica. Con los procedimientos de 

microscopía 

Boekema y 

electrónica 

col. (51), se 

empleados 

dedujo una 

por T1edge 

estructura 

y col. (49) y 

algo diferente. 

Estos investigadores proponen que las subunidades o: y 13 de la Fi 

configuran un hexágono distorsionado que semeja la forma de silla 

del ciclohexano con una masa central en el interior del hexágono. 

La masa central parece estar situada asimétricamente y 

probablemente representa a las subunidades menores (Y y /o el 

y/o E). Recientemente, Lünsdorf y col. (55) y Tiedge y col. (56) 

ut111zaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra la subunidad 

a y examinaron estas preparaciones por microscopia electrónica. 

La conclusión de estos trabajos es que en la Fi existe un arreglo 

simétrico triple de estas subunidades. 

Todos estos resultados, considerados Junto con los de 

estequ1ometria y enlazamiento de Ugandos, han dado lugar a dos 

conclusiones importantes: a) .La Fi contiene tres pares 0:13 y al 

menos uno de ellos es de mayor tamaño que los otros dos (57,56) y 

b) Las subunidades menores posiblemente estén unidas a uno de los 

tres pares 0:13, confiriéndole a este par un medio ambiente único 

relativo a los otros dos (asimetría intrinseca) [53,57]. Este 

segundo punto, como se verá más adelante, tiene implicaciones en 

lo que respecta al funcionamiento alternado de los sitios 

10 



cata1It1cos en la F1. 

El número máximo de sitios de enlazamiento de nucleót1dos, 

determinado en F1 mltocon<1r1al de corazón <1e bovino, es de seis 

(59,60). De estos seis sitios, tres tienen una velocidad de 

recambio alta con nucleóti<l.os del medio, mientras que los tres 

restantes presentan una velocidad de recambio muy baja durante la 

hi<1ról1sis de MgATP (59,61). En base a este criterio se na 

considerado a los pr !meros como si ti os ca ta1It1cos y a los 

segundos como no-catalíticos. El sitio catalítico está locaUzado 

dentro de la subunidad a (62), aunque se ha sugerido la presencia 

de un sitio de unión de nucleóti<l.o en la interfase entre las 

subunidades a y 13 (63-65). Estudios hechos por KhananshVlll & 

Gromet-Elhanan (66), demuestran que la subun1da<1 13 aislada <1e 

Rho<1ospir1llum rubrum enlaza un nucleótido (66) y que además es 

capaz de h1drol1zar ATP. 

Una vez definida la ubicación del sitio catalit1co en la 

subunidad a y la prol>able interacción de las diferentes 

su:bunid.ades en el compleJo F1, se puede comenzar a estudiar el 

mecanismo de hidrólisis y sintesis de ATP en la ATP sintasa 

mi tocondrial. Esta enzima, a diferencia de otras ATPasas 

translocadoras de iones (Na+ /l:+ ATPasa, ca2+ ATPasa, etc), 

aparentemente no involucra un intermediario covalente fosfo

proteina durante la hidrólisis de ATP, sino que la reacción 

procede (en un solo paso) por desplazamiento directo, con 

inversión de los oxígenos del fósforo-y, <1ando lugar. a la 

generación de los productos ADP y Pi a partir de ATP y HzO (67). 

Este resultado obtenido por Webb y col. (67) en 1980 ya habla 

sido predicho por Boyer en el año de 1973 (68,69). Del anállsis 
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de la reacción de intercambio entre el oxígeno del agua y el 

oxígeno del fosfato, ca talizado por partículas submitocondriales, 

los trabajos de Boyer y col. (68,69) sugirieron dos aspectos 

importantes del mecanismo catalitico: 1) la formación de ATP 

enlazado a la enzima a partir de ADP y Pi unidos no requiere 

energia y 2) la unión del sustrato a la enzima es un proceso 

depend.ien te de energia. Los resultados de estos experimentos con 

partículas fueron posteriormente confirmad.os por el mismo grupo 

en la F1 soluble (70). 

Con base en los resultad.os obtenidos, Boyer propuso el 

mecanismo de "cambios de afinidad por unión de sustrato y 

producto" (revisado en 71) para explicar que la síntesis de ATP 

unid.o a la enzima, a partir de los sustratos ADP y Pi enlazados a 

F1, es un proceso reversible a bajas concentraciones de ADP y Pi, 

mientras que a elevadas concentraciones de estos últimos, la 

reacción procedia en la dirección de síntesis de ATP. Esto 

significó para Boyer que los pasos dependientes de energía en la 

fosforilación oxidativa eran la unión de sustratos y la 

liberación de productos. Consistente con la id.ea propuesta por 

Boyer, se ha demostrado que la F1 soluble es capaz de sintetizar 

ATP unido a la enzima a partir de ADP y Pi enlazados a F1 

(23,25,26,28). 

Los estudios cinéticos llevados a cabo por Penefsky y col. 

(72-77) en F1 de mitocondrias de corazón de bovino se pueden 

resumir en dos puntos 1) la reacción de hidrólisis de ATP en F1 

soluble o en la F1 unid.a a la membrana es esencialmente la misma 

y 2) la catálisis ocurre a través de una serie de etapas y 

muestra una fuerte cooperativid.ad positiva entre al menos dos 

12 



(75), y tal vez tres si t1os catalíticos (72,7 8). con estos 

trabajos se dedujo que la cooperatividad entre tres o dos sitios 

catalíticos era esencial para el mecanismo de cambio de afinidad 

por enlazamiento (70). El esquema 3 ilustra el mecanismo cíclico 

en el que intervienen tres sitios catalíticos. 

y col. 

Al considerar la 

(78) sugirió un 

catálisis cooperativa en la Fi, Gresser 

mecanismo catalítico que involucra la 

rotación de un centro formado por las subunidades menores y, 

il y E, al cual denominó "catálisis rotacional". Tal mecanismo 

propone que en un momento dado cada subun1dad 13 es "etiquetada" 

por las subunidades menores (yc'lE) y la capacita para 

sintetizar (o hidrolizarl ATP a partir de ADP y P1, con una 

constante de equilibrio cercana a la unidad. El 11radiente 

electroquímico de protones libera al ATP unido · a la primera 

subunidad 13, mientras que el ADP y Pi del medio se enlazan a una 

segunda 13, La síntesis de ATP ocurre en esta segunda 13 sólo 

después de ser "etiquetada" por las subunidades pequeñas y el ATP 

se libera nuevamente por acción del gradiente electroquímico. 

s1multaneamente, el ADP y Pi se unen a la tercera subunidad a. 
Las subunidades menores •etiquetan" a esta 

sintetiza ATP y éste se libera por acción 

tercera a. se 

del 11radiente 

electroquímico, comenzando un ·nuevo ciclo de rotación. Este 

modelo se ha sometido a prueba, en experimentos donde se ha 

entrecruzado a la subun!dad c'l u otra subun!dad menor con la 

subunidad a y /o a (79,80). Sin embar110, no hay evidencia 

defini t1 va que 1nd1que una rotación de las subunidades 13 y /o 

yae durante la catálisis. 
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otros 

con respecto al mecanismo propuesto 

autores, principalmente Wang y col. 

por Boyer (ver, 71), 

(81,82) han suserido 

que las tres subunidades 13 son permanentemente no equivalentes y 

han delineado un modelo en el que una subunidad 13 funciona como 

subun1dad catalítica mientras que las dos restantes tienen un 

papel resulador. Siguiendo con esta línea, Bulloush et al (83) y 

Yohda & Yoshida (8~) presentaron evidencia que indica que una 

de las tres subunidades 13 hidroliza ATP a baja velocidad 

("catálisis unisitio"), pero que la velocidad de catálisis en 

esta subunidad no se incrementa por la unión de ATP a otra 

subunidad 13, La función de esta "subunidad 13 especial" sería, de 

acuerdo a su modelo, "preparar" a las otras dos subunidades 13 

para que efectuaran catálisis multisitio, en la cuU, 

intervendrian solamente dos su:tmn1dades 13, Es evidente que existe 

debate en lo que respecta al mecanismo catalit1co y que éste sblo 

se aclarará mediante el empleo de otras técnicas. 

1.3. REGULACION DE LA ATP SINTASA MITOCONDRIAL. 

La ATP sintasa es una enzima que funciona en forma 

reversible, catalizando tanto la síntesis como la hidról1Sis de 

ATP. La dirección de la reacción está determinada por el valor 

del "1.1H+. Existe cierta evidencia en favor de una activación 

directa de la F1 por "1.1H+. Feldman & Sigman (29), encontraron 

que la Km para Pi durante la síntesis de ATP disminuye 

considerablemente en presencia del potencial. Es interesante 

también el hallazgo de que al establecerse el srad1ente de 

protones la afinidad de la enzima por el ADP y Pi aumenta 

15 



s1gn1f1cat1vamente (65,66). Recientemente, Matsuno-Yag1 & Hatef1 

(67), han señalaelo que la reacción de síntesis de ATP involucra 

un mínimo de dos modalidaeles cinéticas, un modo de Km :baja y otro 

con Km alta. Estos autores expl1can que el sistema parece 

funcionar económicamente ( modo 1: Km baja, Vmax :baja) cuanelo el 

valor del cociente AµH+/ATPsintasas funcionales es :bajo 

csuplemen to energético escaso)¡ estas restricciones cinéticas 

(moelo 2: Km alta, Vmax alta) se relajan cuando el cociente 

AµH+ / ATPsintasas funcionales se e.leva (suplemento energético 

abundante). Este desplazamiento entre dos modalidades cinéticas 

pudiera ser fisiológicamente importante en la regulación <1e las 

velocidades de síntesis <1e ATP -dependiendo ele la cantidad de 

sustrato respiratorio disponible. 

otro factor importante en la regulación de la ATP s1ntasa 

mitocondr1al es el que concierne a la función que ejerce la 

proteína 1nh1b1dora, pépt1do de bajo peso molecular aislado de 

mitocondrias de corazón de bovino por Pullman & Monroy (36) como 

un 1nh1b1dor efectivo de la hidrólisis de ATP. Esta proteina ha 

sido objeto de intensos estudios y actualmente ya se conoce su 

secuencia ele aminoácidos (93-95), su unión a la subun1dad 13 de F1 

(96) y su desplazamiento del sitio inh1b1tor1o en condiciones que 

favorecen la sintes1s de ATP (cuando el valor de AµH+ es 

alto) [97,98). El resultado de estos y muchos otros estudios 

sobre la proteína inh1b1dora mitocondrial han sugerido que este 

pépt1do es un regulador fisiológico de la hidrólisis de A TP :bajo 

cond1c1ones donde el AµH+ a través de la membrana interna 

m1tocondrial es bajo. Diferentes proteinas con características 

16 



similares a ésta se han aislado de otras membranas transductoras 

de energía (88-92). 

Además de la proteína inhibidora, la acti v1dad catalítica 

de la F1 también se controla por otros factores. Uno muy 

importante es el ADP. se ha demostrado que la unión de un ADP a 

F1 es suficiente para promover la inhibición de la hidrólisis 

(99-102). 

El estado actual del conocimiento de los factores que 

intervienen en la regulación de la ATP sintasa m1tocondr1al 

indica que la actividad h1drolít1ca de esta enzima se regula 

principalmente por: IJ el potencial electroquímico de protones; 

II) el péptido 1nh1b1dor; Ill) ADP y /o ADP, Pi y H+; IV) cationes 

divalentes y tal vez V) el estado redox de los grupos -SH en F1. · 

Hasta el momento, no es posible configurar un modelo en el cual 

se considere la interrelación de todos estos factores. 

1.4. ESTRUCTURA DEL SITIO CATALITICO. 

Hace apenas unos años, en 1986, se propuso un modelo de la 

región de unión de MgATP en la adenilato cinasa (ADK) [103,104-]. 

El grupo de Fry et al (103,105), basándose en estudios de 

resonancia magnética nuclear y de rayos X en la ADK, identificó 

en el sitio de enlazamiento de nucleótido a tres segmentos 

(denominados 1, 2 y 3) cuyas secuencias son homólogas a ciertas 

regiones de las subunidades 13 de F1, al factor de elongación EF

Tu, a la proteína ras-p21 y a la enzima fosfofructoquinasa. Por 

cristalografía de rayos X se ha determinado que todas estas 

moléculas forman elementos estructurales que sugieren dominios de 
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unión a nucleótidos (103,106,107). El modelo de Fry Y col. (103) 

supone que los papeles mecaníst1cos as!lmados a estos segmentos 

en la ADK se pueden apl1car a la ATP s1ntasa mitocondr1al. 

El segmento 1 tiene la función más compleja, en cuanto al 

papel que desempeña en la unión del sustrato al s1 tio, Este 

segmento, situado a la mitad de una hendidura, forma un aza 

flexible rica en gl1c1na y terminada en un residuo de Lis-21 en 

la ADK y L1s o Arg en otras proteinas. Según el modelo en la ADK, 

la L1s-21 se ubica cerca del grupo a-fosfato. (105) o Y

fosfato (106) del MgATP. El aza completa, solamente hace 

contacto con el MgATP por medio de su L!s-21, la cual podría 

corresponder a la L!s-155 de f3-EF1 y a la Lls-162 de la subun1dad 

f3 en la ATP s1ntasa mitocondrial identificada por fotomarcaJe 

de af1n1dad (111). Esta L!s-162 está situada en o cerca del sitio 

de unión del P1 y cerca del grupo y-fosfato del ATP. Es 

decir, de acuerdo a Gar1n y col. (111) y Bullough y col. (112) el 

s1 tio de unión del fosfato en la subunidad a de la Fi 

mi tocondrial contiene al menos un residuo de Lis, lo que 

significa que está cargado positivamente. En la función de este 

segmento muy probablemente interviene su capacidad de 

experimentar cambios conformac1onales en respuesta a la 

interacción con el sustrato o a una interacción con otra proteína 

o 'dominio. Una evidencia fuerte de que esta aza sufre cambios de 

conformación, es que se han visto dos formas cristalinas (A y Bl 

de la ADK que se diferencian principalmente en la posición 

espacial que adopta el segmento (109). Este cambio 

conformacional en el segmento da lugar a tres funciones 
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importantes: 1) control en la accesibilidad del sustrato al si Uo 

de unión; 2J modificación de las afinidades del sitio de 

enlazamiento (este concepto podria explicar la afinidad 

extremadamente alta r10-12M¡ del sitio catalítico en la ATP 

sin tasa que lleva a cabo catálisis un1s1 t1o a bajas 

concentraciones de HgATP (104]) y 3J reordenamiento de los grupos 

catalíticos hacia el centro de reacción, una vez que el sustrato 

se ha unido. 

Por otro lado, el segmento 2 forma una cripta hidrofób!ca, 

en la cual se sitüa el fragmento adenina-ribosa del HgATP, 

mientras que el segmento 3 flanquea a la cadena trifosfato del 

MgATP, siendo probablemente este el lugar de anclaje del Mg2+, 

En resumen, puede decirse que la su:bunidad 13 de F1 tiene 

un segmento conservado G-X-X-X-X-G-K-T, que corresponderla al 

segmento 1 de la ADK, ubicado cerca del sitio catalit1co y que. 

experimenta también caml>ios conformac1onales que podrian ser 

esenciales para la un16n del sustrato y la catálisis. Sin 

embargo, los datos disponibles en la F1 no permiten definir con 

pres1c1ón el dom1n10 de unión del sustrato, el cual podría ser 

similar, pero quizá no idéntico al de la ADK (ver esquema 11-). 
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ESQUEMA 4. A. Representación· simpUflcada de la 
estructura cr1StaUna de· la ADJ::, que muestra la locaUzación, 
determinada por resonancia ma1nEtica nuclear, del HSATP (tomado 
de la Ref, 105). B. Modelo de la estructura terciaria de la 
resión de unión de nucleótido en la sul)uni<tad. a de la E. COLI F1-
ATPasa. La molEcula de ATP esti colocada en la hendidura de 
unión, de manera semeJante a la ul)icac1ón en el si t1o de unión 
del MsATP en la ADJ:: (tomad.o de la Ref. 104). c. Modelo tentativo 
del sitio. catalitico en la F1-ATPasa mitocono.ria1. se muestra al 
anillo de aden1na del ATP en una cripta, en o.onde el carl)ón é! 
interacciona con la Tyr 345 mientras que el carl)ón 8 lo hace con 
la Tyr 311. La cadena de fosfatos (en particular el fosfato 
y se locauza muy cerca de la Lys 162) interacciona con una 
res1ón rlca en Gly de la cadena a (aza d.e Gly) [tomad.o de la Ref. 
111]. Los . c1Und.ros s1snlf1can hEllces a y las flechas 1nc11can 
hoJas plesad.as 13, se indican las pos1c1ones aproximad.as de las 
Us1nas, Ul)1cac1as en las a zas de Sllcina para las 3 · molEcu1as. 
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1,5, OBJETIVOS DEL TRABAJO. 

Hasta el momento se han descrito un cierto número de 

moléculas que afectan las propiedades catalíticas de la F1Fo ATP 

sintasa mitocondrial. Algunas de estas actuan a nivel del sector 

Fo, 1.e. oligomicina (113), dic1clohex1lcarbod11mida (114) y 

alqu1lcaüones (115). Un número aún mayor de moléculas no-

fisiológicas afectan la porción Ft• i.e. diciclohexilcarbod11m1<1a 

(116), nitrobenzofurazanos (117), aurovertina (118). 

alqu1lca Uones (119,120), efrapept1na (121,122). ba tofenantrol1na 

(123), y algunos análogos de nucleótidos de adenina (para una 

revisión, ver 110). Otros factores que afectan la función de la .. 

enzima son el fosfato y Hco3- (124) y está regulada, como ya se 

mencionó, por la magnitud del gradiente electroquimico de". 

protones, la proteina inhibidora natural de la ATPasa (36,125) y 

la concentración de ADP y ATP. Sin embargo, hasta el momento no 

se ha reportado que los nucleót1dos de piridina afecten la 

actividad catalit1ca de la enzima. Esto es de llamar la atención, 

puesto que un análisis de la estructura química del NADH revela 

que solamente difiere del ADP en su porción adicional 

nicotinamida-ribosa. Debido a tal similitud estructural entre 

ambos compuestos, se consideró interesante investigar si el NADH 

y los otros piridín nucleótidos (NADPH, NADP+ y NAD+¡ afectaban 

la síntesis y/o la hidrólisis desacoplada de ATP. 

El hecho de que ciertos compuestos inhibidores como el 

AHPPNP pueden afectar solamente la h1dról1s1s y no la sintesis de 

ATP (126,127), y el hecho de que la afinidad de la F1 por ADP y 

Pi se incremente notablemente en condiciones acopladas (85,66). 
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sugieren que la enzima experimenta cambios de conformación cuya 

consecuencia importante es la mod1f1cac1ón del arreglo espacial 

del o los si t1os ca talit1cos en las subunidades 13, Schafer (128), 

ha presentado evidencia, utilizando análogos nucleotid1cos, de 

que la ATP s1ntasa puede adoptar dos estados conformacionales 

diferentes, y Boyer (71), ha considerado la posibilidad de que la 

inh1:b1c1ón por ADP y otros comportamientos observados podrian 

deberse a la expresión de dos estados conformacionales que adopta 

la enzima. Las interpretaciones de Komatsu-Takak1 (129) sobre el 

comportamiento de la ATP sintasa de cloroplasto, correlacionando 

los estados de act1 vidad sintética e hidrolrtica,· coinciden con 

las conclusiones del grupo de Boyer. 

Los dos puntos anteriores (acción de los inhi:bidores y 

cambios conformac1ona1es de la ATP s1ntasa) son muy importantes 

cuando se consideran los OBJETIVOS del presente trabajo: 

I) Descripción del efecto de los piridin nucleótidos, 

NADH, NADPH, NAD+ y NADP+ sobre la hidról1S1S desacoplada y la 

sintesis en la F1Fo m1tocondr1al. 

II) Demostración de que el grado de inhibición de la 

sintesis de ATP producido por el NADH, depende de las 

concentraciones de ADP y Pi. 

IIIJ Evaluación de las características estructurales 

importantes del NADH en la inhibición de la sintesis de ATP. 

IV) Análisis de los resultados obtenidos en relación a las 

características del sitio catalítico en presencia y en ausencia 

del gradiente electroquimico de protones. 
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2. MATERIALES Y HéTODOS. 

2.1. Preparación del material biológico. 

2.1.1. Aislamiento de mitocondrias. 

La preparación que se describe es la de Low & Vallin 

(130) para mitocondrias de corazón de res y consiste en romper el 

tejido mecánicamente y separar las m!tocondrias por 

centrifugación diferencial. Todos los pasos que a continuación se 

describen fueron hechos a 4oc. 

1. se le eliminó al corazón de la res todo el teJido conect1 vo, 

grasa y coágulos de sangre, ,y se cortó al müsculo en tiras de 

aproximadamente 2 a 4 cm de ancho. Se molió la carne. 

2. Se agregaron 4 l de amortiguador A (sacarosa 200 mM, EDTA 15 

mH/Tris-NaOH 5 mM, pH 7.4) por Kg de carne molida y se ajustó el 

pH a 7.4 con solución B (Tris saturado). Se Ucuó durante 90 

segundos y se aJustó nuevamente el pH con la solución B. 

3. Se colocó el licuado en J:>otellas para centrífuga de 500 ml y 

se centrifugó a 2,500 rpm (1,10oxg) durante 10 m!n a it0 c en los 

rotores JA-10 y GS-3. El soJ:>renadante roJo obtenido se decantó 

pasándolo a través de una gasa triple colocada soJ:>re un vaso de 

5 1, desechándose el precipitado. 

4. El filtrado se centrifugó a 10,000 rpm (16,oooxgJ durante 10 

min a 4oc, utilizando los rotores JA-14 y GSA para botellas de 

250 ml. En el precipitado se encuentran las m1tocondrlas. 

5. Las mitocondrias se resuspendieron en 500 ml de amortiguador B 

(sacarosa 250 mH, Tris-NaOH 5 mM pH 7.4) por Kg de carne mol1da y 

se centrifugó la suspensión a 2,000 rpm (600xg) 10 m1n/4ºC en el 

rotor JA-14 o GSA. 

23 



6. El sobrenadante se centrifugó a 10,000 rpm por 15 min/4ºC. El 

sobrenadante se descartó. El prec1p1tado está compuesto por una 

capa superl:or coi;-respondiente a las "mitocondr1as Ugeras" y por 

un paquete fuertemente adherido al fondo de la botella y de color 

más oscuro que corresponde a las "mi tocondrias pesadas". 

7. Para obtener las mitocondrias Ugeras se agitó la botella, 

decantando y enjuagando con unos ml de sacarosa 250 mH. Las 

m1tocondrias pesadas se resuspend1eron en el mínimo volumen 

posible de sacarosa 250 mH. 

8. Por último se homogeneizaron por separado ambos tipos de 

mitocondrias y se determinó proteína por el método del Biuret en 

a11cuotas de 20 µl en presencia de desoxicolato de sodio al 

0.33X. Estas mitocondrias se almacenaron concentradas (50-70 

mg/ml) a una temperatura de -7o0 c hasta el momento de su uso. En 

estas condiciones, las m1tocondrias permanecen al menos 6 meses 

sin alteración de sus propiedades. 

2.1.2. Obtención de psm-MsATP. 

El método que se usó fue el descrito por Lee & Ernster 

(131), el cual consiste en romper las "m1tocondr1as pesadas" de 

corazón de res (130), suspendidas en un medio acuoso neutro que 

contiene MgATP, por sonicación en tiempos de 45 segundos. 

1. se descongelaron aproximadamente 200 mg de m1tocondrias a 

3o0 c, y se resuspendieron por homogeneización ajustando la 

concentración a 20 mg/ml. El medio que se ut111zó para 

resuspenderlas fue una solución de sacarosa 250 mH que contenía 

ATP 6 mM y acetato de Mg 6 mM. Se ajustó el pH a 6.9-7.1 con NaOH 
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2. La suspensión ae mitoconarias se sonicó aurante 45 segunaos, 

manteniendo el vaso el.el sonicado en baño de hielo a una 

temperatura no mayor ae 10°c. El sonicado obtenii:l.o se centrifU(!ó 

a 12,000 rpm (17,000xg) aurante 15 min a 4oc en el rotor JA-20. 

3. El sobrenaaante se centrifugó a 45,000 rpm (105,000xg) durante 

40 min a 4oc en el rotor 60 Ti. El precipitado, formad.o por psm, 

se lavó por resuspensión con sacarosa 250 mM y se sometió 

nuevamente a centrifugación a 105,oooxg por 40 min. El 

procei:l.imiento de ·lavado se repitió 3 veces, resuspendieni:l.o las 

psm con sacarosa · 250 mM. 

4. En el paso final, las psm se resuspéndieron en sacarosa 250 mM 

a una concentración de 40-50 mg/ml y se almacenaron en al1cuotas 

de 100 µl a una temperatura ae -7o0 c. La proteina se cuantificó 

por el métoi:l.o de Lowry (131). 

2.1.3. Obtención de psm-EDTA. 

El procedimiento que se aplicó fue el descrito por Lee 

y col. (133) que consiste en romper "mi tocondrias ligeras" de 

corazón d.e res, suspendidas en una solución que contiene sacarosa 

y EDTA, por sonicación. 

1. se llevaron 30 ml d.e "m1tocondrias liseras" a una 

concentración d.e 20 ms/ml en un medio que contenía sacarosa 250 

mM/EDTA 2 mM. Se ajustó el PH a 8.2 con KOH. 

2. Se sonicaron 50 ml de la suspensión anterior durante 

aproximad.amente 12.5 min (2.5 min d.e sonicai:l.o/10 ml de 

suspensión), manteniendo el recipiente en baño de hielo. La 

temperatura durante todo el tiempo del sonicad.o se mantuvo abajo 

de los 1oºc. 
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3. El sonicado se centrifugó a 12,000 rpm durante 10 min en el 

rotor JA-21. El sobrenadante se centrifugó a 45,000 rpm 

(105,oooxg) durante 45 min a 4oc en el rotor 60 Ti. 

4. El precipitado obtenido se lavó 3 veces con sacarosa 250 mM 

hasta que el sobrenadante quedó claro. 

5. El precipitado final se resuspendió en sacarosa 250 mM y se 

determinó proteína por Biuret. La suspensión se dividió en 

al!cuotas de aproximadamente 20 ml y se guardaron a -7oºc. 

2.1.4. Purificación de la F1 m!tocondrial. 

La preparación de F1 se hizo combinando los métodos de 

Knowles & Penefs}{y (10) y Tuena de Gómez-Puyou & Gómez-Puyou 

(22). Para esto se utilizaron las psm-EDTA previamente 

descritas. El procedimiento que se empleó fue el siguiente: 

1. Se ajustó la concentración de psm-EDTA a 30 mg/ml con una 

solución de sacarosa 100 mM, ATP 4 mM y EDTA 2 mM (medio de ATP). 

El pH se equilibró a 9.2 con NH40H 1 N. La temperatura se mantuvo 

abajo de los 10°c. 

2. La suspensión de psm-EDTA se sonicó en periodos de 2 min 

intercalando 1 min de descanso (este proceso se repitió 5 veces). 

El vaso del sonicado se colocó en agua/hielo manteniendo la 

temperatura entre 35° y 4o0 c. El sonicado se centrifugó a 40,000 

rpm durante 1 hr a 20°c. 

3. Se d!Sminuyó el pH del sobrenadante a 5.4 con ácido acético 3 

N y se centrifugó inmediatamente a 1500 rpm durante 5 min a 2oºc. 

Después de esto el pH del sobrenadante se ajustó a 8.0 con NH40H 

1 N. 

NOTA: Estos pasos se hicieron en un tiempo total menor de 5 min. 

26 



11. El sobrenaaante se pasó por una columna de sefarosa

hex1lamonio (HA-sepharose l!B de Pharmacia), previamente lavada 

con 200 ml de H20 Y equilibrada con l!O ml de medio de ATP, a una 

velocidad de 1 gota/6 segundos, a temperatura ambiente (23ºC>. La 

columna se lavó con 80 ml de medio de ATP y las fracciones se 

recolectaron por elución con medio de ATP adicionado con KCl 1 M 

a una velocidad de 1 gota/5 segundos. 

5. se midió proteína por el método de Bradford a las diferentes 

fracciones colectadas. Las fracciones con el mayor contenido de 

proteína se juntaron y se procedió a precipitar el volumen final 

obtenido con un volumen igual de sulfato de amonio, a temperatura· 

ambiente. 

6. Después de la precipitación con sulfato de amonio, la(s) 

fracción(es) se dejaron en hielo durante 30 min. Al término de 

este tiempo se centrifugaron a 1,500 rpm por 15 min a qoc. 

7. El precipitado se resuspendió en medio de ATP y se centrifugó 

a 3,500 rpm/10 min. El sobrenadante se precipitó con un volumen 

de sulfato de amonio. 

8. La proteina se determinó por Brad.ford y la actividad ATPasa 

por espectrofotometria. 
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2.2.. TéCNICAS. 

2..2.1. cuant1f1cac1ón del ATP formado durante la síntesis de 
ATP. 

La síntesis <te ATP, impulsada por la oxidación del 

succinato en presencia de rotenona y de una trampa de ATP 

(glucosa + hexoqu1nasa), se midió en las condiciones descritas en 

la sección de Resultados, usando ¡32pJ como trazador. Los 

nucleótidos de p1r1d1na y los otros compuestos (n1cot1nam1da, 

n1cot1nam1da-monon ucleótido y adenosín-d1fosforribosa) se 

disolvieron en Tris-HCl 300 mM, pH 7.4. una vez solub111zados se 

midió el pH y en el caso del NAD+ y NADP+ se aJustó a 7.4 con 

Tris sólido. Se tomaron a11cuotas de las soluciones y se 

adicionaron a la mezcla de reacción. Los controles contenian 

concentraciones equivalentes de la solución amortiguada Sin el 

compuesto a probar. 

La mezcla de reacción (200 µl) se colocó en matraces 

Erlenmeyer de 2.5 rnl y se incubó con agitación continua durante 4 

min a 3ooc. La reacción de sintesis se interrumpió al agregar 0.5 

ml de ácido tricloroacét!co al 6X, y colocando los matraces en 

hielo. Los 0.7 ml de cada uno de los matraces se recuperaron en 

tubos de ensayo y se centrifugaron a 3,000 rpm/5 min a 

temperatura ambiente. Del sobrenadante obtenido se transfirieron 

0.5 ml a tubos de ensayo. 

La extracción del c32p¡ libre se hizo agregando a los 

0.5 ml del sobrena<1ant.e, 0.8 ml de H2o + 1 ml de molibdato de 

amonio al 3.3X y H2 so4 3.75 N (para formar el compleJo 

fosfomollbdato, soluble en fase orgánica) + 0.2 ml de acetona 

(favorece la separación de fase acuosa y orgánica). se agitó en 
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vórtex durante 1 mln y se ad1c1onó 1 ml de 1sobutanol-benceno 

(1:1). Nuevamente se agltó en vórtex durante 1!5 segundos, se 

centrlfugó y el1m1nó por succlón la capa orgánlca. Esta serie de 

pasos se repl tieron 5 veces, para asesurar la remoción de todo el 

32p llbre. 

El AT32p formado se determinó indirectamente por 

detección de la radiactividad presente en la fase acuosa como 

[32p]gl ucosa-6-fosf a to. 

2.2.2. Medición del fosfato liberado durante la h1dról1s1s 
de [y32p]-ATP. 

La hidrólisis de ATP se m1d.1ó por liberación del 32p 

en las condiciones que se describen en la sección de Resultados. 

En este caso la reacción se paró con HCl 0.1 N que contenía 0.25 

g de carbón activado por ml. Después de agregar el carbón, los 

tubos se agitaron en vórtex y se colocaron en hielo. Los tubos se 

centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 

La cantidad de fósforo liberad.o durante la reacción se midió 

detectando la radiactividad presente en el sobrenadante como 32p, 

En la medición de ambas funciones (hidrólisis y 

sintesiS) se incluyeron blancos para cada condición estudiada. 

Estos blancos contentan todos los componentes de la mezcla de 

reacción, excepto la enzima. 

2.2.3. cuantificación de proteína. 

2.2.3.l. Método de Lowry. 

1. Se colocaron por dupacado volúmenes de 20 111 y 

40 111 de la suspensión final de psm en sacarosa 250 mH. En el 

caso de la F1 soluble, ésta se diluyó 1:50 en medio de ATP. 
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2. se agregó 1 ml <1e mezcla Lowry preparada de la 

manera siguiente: 100 ml <1e Na2co3 al 2% en NaOH 0.1 N + ml de 

tartrato de Na+ ;i::+ al 2% + ml de CuS04 al 1%. Se dejó reposar 

durante 10 min. Esta mezcla se preparó inmediatamente antes de 

ser agregada. 

3. Después de transcurrido el tiempo de reposo, se 

agregaron 0.2 ml de reactivo Folin-Ciocalteu diluido 1:3 con H20· 

Esta adición se efectuó mientras los tubos eran agitados en 

vórtex. 

4. La curva estándar se hizo con 10-60 ¡¡g/ml de 

albúmina sérica de bovino y se trató de idéntica forma que los 

problemas. 

5. se midió la absorción de estándares y problemas a 

660 nm después de transcurridos 40 min. 

2.2.3.2. Método de Bradford. 

1. A la muestra conteniendo 4-50 ¡¡g de proteína se le 

adicionó ml de react1 vo de Bradford preparado como sigue: 

100 mg de coomassie G-250 en 50 ml de etanol al 95% + 100 ml de 

ácido fosfórico al 85% aforados a 1 l con agua y filtrado. Una 

vez agregado el reactivo se procedió a mezclarlo inmediatamente. 

2. La absorción se midió a 595 nm 10 min después de 

adicionado el reactivo. 

3. El blanco se preparó con agua, más la cantidad 

adecuada de amortiguador. 

2.2.3.3. Método de Biuret. 

1. se aforó la muestra de proteina problema que 

contenía entre o.25 mg y 5 mg a 1 ml con agua. 
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2. Para el blanco, se colocó un volumen adecuado del 

amortiguador Utillzado para suspender la muestra y se aforó a 

1 ml con agua. 

3. La curva estándar se hizo agregando 1-6 mg¡rnl de 

alb1'.irnina sérica de bovino. 

4. Se agregaron 2 ml del reactivo de Biuret a los 

blancos, estandares y problemas. 

composición siguiente: cuso4 al 

0.6% y NaOH al 3%. 

El react1 vo de B1 uret tiene la 

0.15% + tartrato de Na+ /K+ al 

5. Después de transcurridos 30 min de incubación, la 

absorción se leyó. a 550 .nrn. 
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3. RESULTADOS. 

3.1. EFECTO DE LOS PIRIDIN NUCLEóTIDOS SOBRE LA HIDRóLISIS DE 
ATP EN Ft SOLUBLE Y PARTICULADA. 

Se estudió el efecto del NADH sobre la actividad ATPasa 

de psm-MgATP variando la concentración de Mg-[y32p]-ATP. A 

la mezcla de incubación se le agregó el desacoplante FCCP 

y rotenona en exceso para 1nh1l:l1r al complejo I m1 tocondr1al y 

de esta forma ev1 tar la oxidación del NADH. La figura 1 muestra 

el gráfico doble reciproco, en el cual la concentración final de 

NADH fue de 5 mM. Se observa que el NADH 1nh1b1ó la act1 v1dad 

h1drolít1ca compet1 t1 v amen te. La Km para el control fue de 

aproximadamente 150 µM y en presencia del NADH 5 mM el valor de 

la Km aumentó hasta 520 µM. La Vmax fue de 0.8 µmol mg-lmin-1. El 

valor de la K1 para el NADH fue de 1.3 mM. Debido a que el efecto 

1nh1b1dor del NADH fue de Upo compet1 t1 vo con respecto al 

sustrato MgATP, los experimentos que se presentan en las figuras 

2 y 4 se llevaron a cabo a una concentración constante de 100 µM 

MgATP. En la figura 2 puede observarse que el NADPH y el NADP+ 

1nh1b1eron la actividad ATPasa en forma casi 1gua1 que el NADH. 

La potencia ·del NAD+ para 1nh1b1r la h1dról1s1s fue menor 

comparada con la de los otros p1r1din nucleót1dos. 

Al observar que los p1r1din nucleót1dos ejercían un 

efecto 1nhibidor sobre la h1dról1s1s en psm-MgATP, se consideró 

importante investigar s1 la enzima soluble se afectaba por estos 

compuestos. Del análisis de las figuras 3 y 4 se deduce que los 

resultados en la F1 fueron s1m1lares a los obtenidos en las psm-
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MgATP. La 1nh1b1C1on por NADH, NADPH, NADP+ y NAD+ fue a.e t1PO 

competitivo con respecto al MgATP (Figura 3). Los valores de Km 

para el NADH, NADPH, NADP+ y NADt fueron, 676 ¡¡M, 500 ¡¡M, 500 ¡¡H 

y 410 ¡¡H, respectivamente. La magnitud de la inhibición causada 

por los tres primeros fue cuantitativamente similar (Figura '!), 

mientras que la potencia del NAD+ fue menor, pero comparable a la 

obtenida en las psm-MgATP. 

Estos resultados indican que los plridin nucleót1dos 

inhiben la hidrólisis de ATP, en la ATP sintasa m1tocond.r1al, 

interactuando con el sector F1 y muy probablemente actuando a 

nivel del o los sitios catalíticos en una forma compet1ti va con 

respecto al MgATP. Sin embargo, un comportamiento competitivo no 

estrictamente significa que el inhibidor bloquee al sitio 

cata1It1co puesto que podría entrar en un sitio cercano a éste, 

causando con ello una distorsión del sitio de reacción, lo cual 

d.arla lugar también a una inhibición de tipo competitivo (133). 

Sin embargo, el NADH así como los otros piridín nucleótldos, si 

entran al sitio catalitico, como lo indican los resultad.os que a 

cont1nuac1on se describen . 
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FIGURA 1. EFECTO DEL NADH SOBRE LA HIDROLISIS DE 
ATP EN PSH-Ml!ATP. Partículas submitocondriales a una 
concentración de 125 µ11/ml se incubaron durante 4 m1n a 3oºc en 
una mezcla que contenía Tris-HCl 30 mM pH 7.4, , sacarosa 200 mM, 
rotenona 1 µH, FCCP 1 µM y las concentraciones indicadas de 
Hg¡y32p]ATP. La concentración de NADH utilizada fue de 5 mH. 
(A) Control¡ (O) NADH. 
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FIGURA 2. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
PIRIDíN NUCLEóTIDOS SOBRE LA HIDRóLISIS DE ATP EN PSM-MgATP. Las 
condiciones de incubación fueron las mismas que en la figura 1, 
excepto que la concentración de MgATP fue de 100 µM con las 
concentraciones de piridin nucleótidos indicadas. La actividad 
especifica del control fue de 57 nmol ATP hidrolizado min- 1 .mg- 1 • 

(O) NADH; (CI NADPH; le) NADP•¡ <•I NAD•. 
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FIGURA 3. EFECTO DE NADH, NADPH, NADP+ y NAD+ 
SOBRE LA HIDRóLISIS DE ATP EN Ft SOLUBLE. Las cond1ciones de 
incu1:>ac1ón fueron las mismas que las descritas en la Figura 1, 
excepto que se omitió la adic1ón de rotenona y FCCP a la mezcla. 
La cantidad de F1 empleada fue de 1.4 µg/ml de la mezcla de 
incu1:>ac1ón. Todos los piridín nucleót1dos se ensayaron a una 
concentración final de 5 mM . 

. (4) Control¡ (O) NADH¡ (O) NADPHi ( •) NADP+¡ (.) NAD+. 
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FIGURA 4-. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
PIRIDíN NUCLEóTIDOS SOBRE LA HIDRóLISIS DE ATP EN F1 SOLUBLE. Se 
emplearon las mismas condiciones experimentales que las descritas 
en la Figura 3, excepto que la concentración de Ml!ATP fue de 100 
µM con las concentraciones indicadas de NADH, NADPH, NADP+ y 
NAD+. En este caso la actividad específica del control fue de 7 
µmol ATP hidrolizado min-1.mg-1_. 
(O) NADH; ( 0) NADPH; (el NADP+; <•) NAD+. 
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3.2. EFECTO DE LOS PIRIDiN NUCLEóTIDOS SOBRE LA SINTESIS DE 
ATP. 

Puesto que los píridin nucleotidos inhil>ieron la 

hidrólisis de ATP en condiciones desacopladas, se conslderó de 

interés explorar si estas moléculas también afectaban la síntesis 

de ATP. En todos los experimentos que se llevaron a cabo,· las 

mezclas de reacción contenían psm-MgATP, succinato como sustrato 

respiratorio, rotenona y una "trampa• de ATP (hexoquinasa + 

glucosa) con el fin de mantener una concentración constante de 

ADP durante todo el experimento. Al ensayar diferentes 

concentraciones de ADP a una concentración constante de fosfato 

(Pi) ae 5 mM, se observo que el NADH inhibió la síntesis de ATP 

<1e una forma competí t1 va con respecto al ADP. Este resulta<1o 

puede observarse en la Figura 5. Los datos reportaaos en las 

figuras 1 a 5 sugieren que el NADH interactúa con el o los sitios 

catalíticos en la porción F1 y que muy probablemente tal 

interacción se lleva a efecto por medio de la adenina o la parte 

ADP del NADH. 

No obstante, se d!Señaron experimentos para investigar 

si el efecto inhil>idor eJercl<1o por el NADH se veia afectado por 

Pi o si solamente la interacción era por medio de la parte del 

sitio catalítico que une ADP. En la figura 6 se resumen los 

resultados de varios experimentos en los que se probó el efecto 

del NADH a una concentración final de 5 mM a tres concentraciones 

distintas ae ADP, 1.e. 10 µM, 50 vH (valor muy cercano a la Km 

para el ADP, ver fig. 5) y 500 vH. En cada una de estas 

concentraciones de ADP, la concentración de Pi se varió de 0.1 mH 
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a 10 mM. Como se puede observar, y de acuerdo a la cinética de 

tipo compet1 ti vo que se encontró para el NADH con respecto al ADP 

(:figura 5), a concentraciones iguales de Pi la inhibición causada 

por el NADH :fue mayor a menor concentración de ADP. Además de 

esto, se observó que el grado de inhibición producido por el NADH 

disminuyó a medida que la concentración de Pl se aumentó (fig.6). 

Es de llamar la atención que aún a una concentración de ADP de 

500 µM y 100 µM de Pi, la inhibición de la síntesis de ATP 

obtenida es todavía significativa. De los resultados de estos 

experimentos es evidente que el grado en el cual una 

concentración dada de Pi es capaz de revertir la inhibición 

causada por el NADH depende de la cantidad de ADP presente. 

otro aspecto interesante a explorar :fue la forma en que 

diferentes concentraciones de NADH inhibian la síntesis de ATP a 

distintas concentraciones de ADP y Pi. De · 1a figura 7 es posible 

concluir que a concentraciones casi saturantes de Pi (5 mH) y 

llmitantes de ADP (10 µM), la acción inhibitoria de 

concentraciones crecientes de NADH fue menor que en la situación 

inversa (Pi 11m1tante, 0.1 mH con ADP saturante, 500 11H). La 

interpretación que surge de los datos presentados en las figuras 

6 y 7 es que el Pi ejerce un efecto marcado sobre el mecanismo 

por el cual el NADH inhibe la sintesis de ATP. 
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FIGURA 5. EFECTO DEL NADH SOBRE LA SíNTESJS DE 
ATP. Partículas sul>m1tocondriales HgATP a una concentración de 
450 1.1s/ml se incubaron durante 4 minutos a 3ooc en una mezcla que 
contenía Tris-HCl 30 mH pH 7.4, sacarosa 200 mH, succinato 10 mH, 
glucosa 20 mH, 7 Unidades de Hexoquinasa, [32p¡ como trazador y 
las concentraciones indicadas <le ADP. se determinó una Km <le 45 
1.1M para el control (A) y de 91 1.1H en presencia de NADH 5 mH 
(O). La Vmax fue de 125 nmol ATP formado min-1.mg-l de proteína. 
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FIGURA 6. EFECTO DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE 
ADP y FOSFATO SOBRE EL GRADO DE INHIBICióN DE LA SíNTESIS DE ATP 
POR NADH. Se incubaron las psm-MgATP en las mismas condiciones 
que en la Figura 5, excepto que concentraciones de ADP de 10 µM 
(o), 50 µM (D) y 500 µM <•l se emplearon con las concentraciones 
incHcadas de fosfato. Las actividades específicas con 10 mM 
fosfato y ADP 10 µM, 50 µM y 500 µM fueron: 17, 66 y 108 nmol ATP 
formado m1n-1.mg-1, respectivamente. La concentración de NADH 
para cada condición fue de 5 mM constante. 
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FIGURA 7. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
NADH SOBRE LA SíNTESIS DE ATP. Las partículas submitocondriales 
se incubaron en las mismas condiciones que las descritas en la 
Fisura 5, excepto que se ensayaron las condiciones siguientes: 
ADP 10 µH y fosfato 5 mH (e); ADP 50 µH y fosfato 0.5 mH (o) y 
ADP 500 µH y fosfato 0.1 mH (A), variando la concentración de 
NADH. Las act1 Vidades específicas de los con troles, en cada 
conc11c1ón, fueron: 36, 26 y 19 nmol min-1.m¡¡-1, respectivamente. 



3.3. EFECTO DE LOS PIRIDIN NUCLEOTIDOS Y SUS COMPONENTES 
MOLECULARES SOBRE LA SINTESIS DE ATP. 

Con el objeto de explorar más a fondo la magnitud con 

que las diferentes partes de la molécula de NADH intervenían en 

la inhibición de la síntesis de ATP, se seleccionó una condición 

en la cual el NADH inhibió la actividad sintética en un 501., es 

decir, a una concentración de ADP de 50 µH y Pi de 0,5 mH. A 

estas concentraciones de ADP y Pi, la molécula de ADP-ribosa 

causó una inhibición del 301. (Tabla 1). Este hallazgo apoya la 

observación anterior en el sentido de que aparentemente la 

porción ADP induce la mayor parte de la inhibición producida por 

el NADH¡ sin embargo, la sección nicotinamida del NADH también 

parece contribuir a la acción inhibitoria de la mitad ADP ya que 

se encontró que el NAD+ causó relativamente poca inhibición. De 

· .. este resultado se deduce que la carga (+) en el anillo 

nicot1namida Juega un papel crucial en la inhibición producida 

por la molécula de NADH completa. Esto es, la porción ADP-ribosa 

unida a la parte nicotinamida ejerció un efecto inhibitorio 

marcado sólo en el caso en que el anillo nicotinamida careció de 

carga positiva (ADP-ribosa + anillo nicot1nam1da neutro = NADH). 

De hecho la carga posi t1 va en el anillo nicotinamida 

aparentemente disminuye la interacción con la F1 part1culada, 

·puesto que el efecto del ADP-ribosa fue mayor que el del NAD+ 

(Tabla 1). Las otras moléculas ·que se probaron, nicot1namida y 

NHN, carentes de la porción ADP, afectaron muy poco la síntesis 

de ATP (Tabla 1). 
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TABLA 1. IHHIBICióH DE LA SiHTESIS DE ATP POR LOS PIRIDiH 
HUCLEóTIDOS Y SUS PARTES. 

MOLéCULAª ~ DE IHHIBICióH DEL CONTROL 

HADH 50 

ADP-R 30 

HAD+ 1 7 

HADPH 1 2 

HADP+ 5 

HMH 5 

Nicotina mida 2 

Los experimentos se llevaron a ca:t>o con una 
concentración de ADP de 50 11M y Pi de 0.5 mH sifuienclo las 
condiciones descritas en la Fi1ura 5. Los compuestos pro:t>aclos se 
disolvieron en Tris-HCl 300 mH, pH 7.4. En el caso del HAD+ y 
HADP+, el pH se aJust6 a pH 7 ,4, Después de la adición de estas 
soluciones, la concentración final de Tris-HCl fue de 30 · mH. El 
control tam:t>i6n contenta esta concentración de Tr1S-HC1. La 
actividad especifica del control fue de 19 nmol ATP min-1.mi-1, 

a. Concentración final, 5 mM. 



Es importante señalar que el HADPH eJerció una pequeña 

inh1t>ición de la stntesis de ATP. Al parecer, la presencia de un 

fosfato adicional en la ribosa unida a la adenina es un factor 

que impide la acci6n inhibitoria del resto de la molócula. Por 

último, en el caso del HADP+ que contiene un anillo nlcot1namida 

con carga positiva y el fosfato adicional, el efecto sobre la 

.stntesis de ATP es prácticamente nulo (Tabla 11. 

NOTA. Todos los experimentos descritos en esta secci6n de 
resultados se hicieron con un lote de NADH exento de la 
contam1nac16n por ADP ( ver addendum pp. 59). 

45 



,, 

! i 
!''I 

1 ! 
[,'11 

I > 

4. DISCUSI6H. 

En las mitocondrias, el HADH es uno de los principales 

sustratos oxidables de la fosforilaci6n oxidativa. Además, en el 

laboratorio, el HADH es un componente de uno de los mEtodos más 

ampliamente utilizados para estimar la hidrólisis de ATP en F1 

particulada o soluble (135). Es muy pro:bable que el efecto 

inhibitorio del HADH sobre la hidrólisis y la sintesis de ATP no 

se haya ol>servado con anterioridad 'C1e:bido a que las 

concentraciones de piridin nucleótidos requeridas para o:bservar 

tales efectos caen en el ran10 mH. Estas concentraciones son 

mucho mis elevadas que las que se emplean para medir actividad. 

ATPasa con un sistema regenerador de ATP U35). Sin embarao, en 

muchos casos se utilizan concentraciones mH de HADH en estudios 

de fosforilación oxidativa. 

De los resultados de esta investi1aci6n se derivan 

aspectos interesantes, como por ejemplo el hallaz10 de que el 

HADH 1nh1l>16 la sintes1s O.e ATP más efectivamente que el HADPH y 

el HADP+, a· pesar c1e que estos 4os iilt1mos compuestos inhibieron 

la hic1r611s1s en 1rrac10 similar al HADH. Debic1o a que la 

1nh1l>1c1ón causada por los p1r14In nucleót1dos fue de tipo 

competitivo, los datos sus1eren que la selectividad del sitio 

catalitico es diferente en presencia y ausencia del potencial 

electroquimico de protones. Si se analizan los datos presentados 

en la Tabla 1, es evidente que ciertos factores estructurales de 

los piridin nucleót1dos resultan ser importantes cuando se 

considera su capacidad para inducir inhibición de la sintesis de 

ATP. Por ejemplo, es interesante que el HADH sea un inhib1dor 
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competitivo de la sintesis de ATP más potente que el HADPH. Este 

resultado indicarla que la Ft al "sentir" el arad.lente 

electroquimico cambia su estado conformacional haciéndose menos 

susceptible a la inhibición por HADPH. Esto hace pensar que la 

hendidura h1drofób1ca del sitio cata1It1co donde se acopla la 

aden1na-r1bosa disminuye de tamaño, o J:>ien que el grado <le 

h1<lrofob1c1dad se incrementa impidiendo con ello que una molécula 

cargada como lo es el fosfato pueda penetrar. s11u1end.o con esta 

Unea de pensamiento, es interesante el dato de que la ADP-ribosa 

sea una molécula inh11:>1dora mlis potente que el NADPH. 

Por otro lado, si se compara la efectividad inhibitoria 

del HADH con ADP-ribosa y HAD+, se observa el orden s1au1ente: 

HADH>ADP-r11:>osa>NAD+ (donde > s1an1f1ca meJor 1nh1b1dor que ... ). 

Esto indica que la potencia de los p1r1din nucleótidos para 

inhibir la sintesis de A'l'P no sólo se ve afectada por la 

presencia del fosfato en la r1bosa-ad.en1na, sino tamb16n por las 

caracteristicas del anUlo nicot1nam1da. Aparentemente, la carea 

po.sit1va en la n1cot1nam1da es un ras10 muy importante que 

1mped1rs:a al pirlcHn nucle6t1do ser un inh1b1dor potente de la 

.sS:ntesis de A'l'P. Esto es muy claro cuando se compara la 

efect1v1da<l como 1nh11:>1dor entre el HAD+ y el HADH. Dicho en 

otros términos, se tiene evi<lencia de que en el sitio cata1It1co 

(particularmente cerca de o en el lu1ar donde se une el P1J hay 

al menos un residuo de Lis UU,U2) en la posición 162 (111). Si 

se interpretan los resultados obtenidos con el HAD+ y el HADH de 

acuerdo a los hallazgos de Garin y col. 1111) y Bullou1h y col. 

(112), podria concluirse que la menor capacidad del HAD+ para 
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inhibir la síntesis <1e ATP se <1ebe a una repulslón por carga 

entre la Lls-162 y el anillo nicotlnami<1a <1el HAD+. como 

corolario a estas interpretaciones, se obtuvieron <1atos en este 

trabajo que incHcan que concentraciones crecientes <1e Pl 

disminuyeron y abolieron el efecto inhil>1tor1o <1el HADH sobre la 

activi<1a<1 sintltica. 

To<1os estos <1atos pueden interpretarse en su conjunto <1e 

la manera siguiente: la porción ADP <1el HADH ocuparía el s1t1o <1e 

unión del ADP en el sitio catalitico mientras que el resto de la 

.. mo11cula (r1bosa-nicotlnamida) interactuaría con el sitio <1on<1e 

el Pi entra en la reacción de síntesis. 

se puede pensar que cuando existe un gradiente 

electroquímico <le protones, el HADH entra a los sitios <1e unión 

del ADP y Pi en la F1 por medio de su porción adenina-ribosa, es 

decir, este segmento actuaria como "punta de lanza" y seria el 

primero en ser reconocido por la enzima. Este mecanismo de 

entrada del HADH explicarla satisfactoriamente la baJa potencia 

inhibitoria del HADPH en la sintesls <le ATP. Aparentemente, en 

el sitio de unión <1el ADP las interacciones hldrofóbicas no 

permiten que esta región del si tlo ca talI uco adopte 

configuraciones espaciales flexibles. De ninguna manera debe 

descartarse. la · posU:>111dad <le que el HADPH entre al sitio; sln 

embargo la permanencia del fosfato a<11cional en un microambiente 

hldrofól>ico no es termodlnlimlcamente factible. Una vez que la 

porción a<tenina-ril>osa <lel HADH se acomo<1a en el sitio <lel ADP, 

su función seria la de servir como "segmento ancla", permitiendo 

ahora que la porción rlbosa-nicotlnamida interactúe con otra 

reglón del sitio catalitico. Esta idea se sustenta en los datos 
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obtenidos con el ADP-Ribosa, NAD+, NHN y nicot1namida (Tabla 1). 

El ADP-Ribosa carece del anillo n1cot1namida, por lo que su 

efecto inhibitorio es menor con respecto al ejercido por el HADH. 

Tal observación indicaria que no solamente el "segmento ancla" 

(adenina-ribosa) es importante sino que también el anulo 

nicotinamida debe estar presente para que el piridin nucleótido 

induzca el máximo grado de inhibición. Es muy factible que el 

anillo nicotinamida quede situado cerca de o en el sitio de unión 

del Pi. No obstante, resulta trascendental que la nicot1namida 

esté presente en forma neutra (ver dato del NAD+, Tabla 1). La 

carga positiva en el anillo nicot1namida del NAD+ podria causar 

una distorsión de la estructura en el aza de glicina que contiene 

a la Lis-162 (ver más adelante), impidiendo con ello que esta aza 

se acomodara apropiadamente, esto significa que el efecto 

"tapadera" o de "compuerta" del aza no se producirla. 

del HADP+, el cual tiene un fosfato adicional y 

En el caso 

el anillo 

nicotinamida cargado positivamente, tanto el efecto estérico y/o 

la inestabilidad termodinámica en el S1 tio del ADP como la 

interacción electrostática del nicotinamida se presentarian 

simultaneamente, reduciendo aún más la capacidad inhibitoria de 

este compuesto (comparar datos del NADP+, NAD+ y NADH, Tabla 1). 

Por último, y apoyando el concepto del efecto "ancla" ejercido 

por la porción adenina-ribosa, están los resultados con el NHH y 

la nicotinamida (Tabla 1). Ambos compuestos parecen requerir la 

mitad adenina-ribosa para poder inducir inhibici6n. También se 

podria argumentar que como estos compuestos no bloquean la 

entrada del ADP a su si t1o de unión, este ADP enlazado a la 
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enzima pudiera favorecer la entra<1a del Pi, probablemente 

aumentando su constante de afinidad, con lo que se d1Sminuiría 

notablemente la posib1lidad de que el NHN y el nicotinamida 

interactuaran con la región del sitio catalítico que une Pi. En 

el esquema 5 se presenta un modelo que trata de representar la 

forma en que el NADH entra al sitio cataUt1co y permanece unido 

a éste. 

Es relevante el hecho de que una molécula como el NADH 

cuyo tamaño es mayor que el del ATP y además con una estructura 

diferente (en la porción ribosa-nicotinamida), pueda acoplarse al 

o los sitios cataUt1cos en la F1. Esto induce a pensar en un 

posible papel para el aza de glicina que termina en la Lis-162 

(111) en el sitio cata1It1co de la Ff, y que de acuerdo a Fry y 

col. es equivalente al segmento 1 en la AD:K (103). Probablemente 

la rigidez del sitio catalitico en la F1 se modifique debido a 

que este segmento experimenta cambios conformacionales que 

permiten la entrada de moléculas tales como el NADH. 

Aunque . es evidente la importancia del NADH como una 

molécula ilt11 para el estudio del sitio cataU:tico, actualmente 

no es posible asignarle un papel como regulador fisiológico. A 

las concentraciones elevadas de fosfato (W.,it, ATP (10 mHl y NADH 

Cé?-3 mH) que normalmente se encuentran en mitocondrias aisladas 

(136), un efecto regulador del NADH sobre la síntesis de ATP 

parecerla poco probable. 
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ESQUEMA 5. A. Modelo que representa el movimiento 
espacial del aza de glicina en la ECFa-ATPasa. Tal desplazamiento 
del aza permitir1a la entrada del NADH por su porción adenina
ribosa. B. Colocación probable del NADH en el sitio de unión del 
MgATP. Ob•1rv1 que el aza de glicina ha retornado a su posición 
normal y que adem6s el anillo nicotinamida se encuentra cerca de 
la lisina-1,5. C. Posición del NADH en el sitio de unión del ATP 
en la Fa-ATPasa mitocondrial. Se ha colocado al anillo 
nicotinamida muy cerca de la lisina-162. 
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6. ADDENDUH. Detecc16n de ADP presente en preparaciones de NADH. 

6.1. IHTRODUCCióN. 

Durante la década de los años 70's los estudios sobre la 

pureza de las preparaciones de NADH (1-4) resultaron de 

primor<Ual importancia, puesto que algunas investigaciones 

anteriores (5-7) hablan demostrado, de manera indirecta, la 

presencia de ciertos compuestos que eran capaces de inhibir la 

actividad catalIUca de la enzima LDH. De acuerdo a estos 

trabajos (1-4), los inhH>idores se forman por descomposición del 

NADH disuelto en amortiguadores de pH alcalino y mantenidos a 

temperatura ambiente, o bien a partir del NADH en forma sol!da 

que se almacena a temperaturas entre 4 y 1oºc en atmosfera 

húmeda. El trabajo de Miksic & Brown 12), es el primer estudio 

detallad.o acerca de las condiciones óptimas para el anál1s1S de 

los productos formados por ruptura del NADH bajo condiciones 

A.cidas. En este trabaJo se establecieron las condiciones para la 

separación de compuestos estándares,. tales como ex y 13-NADH, ex y 

P-NAD+, AHP, ADP, ADP-ribosa, HMH, adenos1na, adenina y 

nicotinamida, combinando las técnicas de HPLC en fase reversa y 

de intercambio 1ónico. Un año antes, en 1976, Marsoas y col. (1) 

desarrolla un procedimiento por HPLC en fase reversa para la 

evaluación rápida de la pureza de algunas preparaciones 

comerciales de NADH. Aunque el método de Margol1s (1) pudo 

separar eficazmente AMP y ADP-ribosa del HADH, no se detect6 la 

presencia de ADP. 
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En este apartado se describirán una serie de experimentos 

que se diseñaron para determinar si el polvo de NADH conservado a 

una temperatura de 1oºc contenía ADP. Este polvo de NADH 

permaneció guardado durante más de un año en un desecador mal 

cerrado y presentaba, al momento de su uso, un intenso color 

amarillo-anaranjado. Incluso las soluciones ligeramente alcalinas 

(pH 7.4) preparadas con este material eran también de color 

amarillo-anaranjado. Se presenta un resultado obtenido por HPLC 

de intercambio 1ónico, en el cual se aprecia claramente un pico 

cuyo tiempo de retención coincide con el tiempo de retención del 

estándar de ADP. De este resultado y de los demis que se 

muestran, se deduce que la concentración aproximada de ADP en una 

solución ligeramente alcalina de NADH 5 mH, fue ! 50 µH. 

6.2. RESULTADOS. 

El hallazgo de que la solución alcalina de HADH, 

preparada con el polvo almacenado en refrigeración, contenta ADP 

en concentración alta (del orden 11H), se derivó del estudio sobre 

el efecto de desplazamiento de un AdH unido a F1-psm-H1ATP 

ejercido por el HADH. La Tabla 2 muestra que de todos los piridin 

nucleótidos probados, solamente el HADH causa la salida de 1 mol 

de AdH previamente enlazado a F1. Este dato fue muy interesante, 

puesto que el HADH es el único pir1din nucleótido conocido que 

experimenta rompimiento de su molécula con la formación 

subsecuente de diversas sustancias, tales como AHP, ADP-r1bosa, 

entre otras. A diferencia de lo que sucede en las soluciones de 

HADPH, HADP+ y HAD+, las preparaciones de HADH sometidas a 
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ciertas condiciones de almacenamiento o por descomposición del 

polvo que ha adsorbido agua del medio amoiente, dan origen a la 

formación de varios inhil:>idores de la LDH que han sido 

detectados por métodos cromatográficos (8-10) y cinéticos (11). 

En 1981, Yamaut1 y col. (12) estal:>lecieron la estructura química 

de dos (I-1 e I-2) de los tres inhil:>idores de la LDH presentes en 

soluciones alcalinas de HADH. Los inhil:>idores según Yamauti (12), 

son: 1,6-dihidronicotinamida adenín dinucleótido (I-1) y un 

dímero formado por NADH y el I-1 (I-2). Estas dos moléculas se 

unen por medio del C-6 del anillo nicotinamida (HC-6) del HADH y 

el NC-2 del I-1. Ambos inhil:>idores son formas reducidas del HADH 

(12). Con !:>ase en la ol:>servación de que el NADH es el ünico 

pirldin dinucleótido que induce la salida de 1 mol de AdN (Tal:>la 

2) y con el antecedente de que puede descomponerse se pensó 

en la posibilidad de que algún producto generado por ruptura del 

NADH o bien uno o ambos inhibidores de la LDH, fuesen los 

responsables del efecto. Los resultados de la Tabla 3 sugieren 

que la potencia de un determinado lote de NADH para inducir el 

desplazamiento de 1 mol de AdN unido a la enzima, no dependia del 

tiempo que habia permanecido almacenado y sin abrir el frasco 

sino de la presencia de algün compuesto diferente al NADH. Esto 

se dedujo en !:>ase a la observación de que el polvo de HADH del 

lote 13F-71101 (ver Tal:>la 3, experimento c) estaba contenido en 

un frasco sin abrir, colocado en desecador, por lo que se 

clasificó como un lote de NADH nuevo. El color del polvo de HADH 

de todos los lotes, excepto el 17F-71501, fue blanco (Tabla 3). 

A continuación se procedió a investigar si esta sustancia pudiera 
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ser uno de los inhibidores descritos por Yamauti y col. (12). 

Una particularidad de los inhibidores presentes en 

ciertos lotes de NADH, es que son capaces de inhibir a la LDH. La 

Tabla 4 muestra los datos de un experimento en el cual se sometió 

la solución de NADH a tratamiento con LDH/piruvato. La hipótesis 

de este experimento fue la siguiente: si el NADH era la molécula 

responsable del desplazamiento de un AdN, entonces, al ser 

oxidado a NAD+ por la LDH, el efecto debería desaparecer (Tabla 

2). Sin embargo, el efecto continúa presentándose. Esto suger!a 

que probablemente algún inhibidor fuese el compuesto que indujera 

la salida de 1 mol de AdN. ¿ Era algún inhibidor de la LDH, 

presente en la solución de NADH, el cusante del desplazamiento o 

el efecto estaba siendo causado por un producto de ruptura del 

HADH ?· Para contestar esta pregunta, se diseñó un experimento en 

el que a la solución de NADH se le trató con PHS. Este colorante 

oxida al HADH y destruye a los inhibidores de la LDH (I-1, I-2 e 

I-3) [12]. Los resultados de la Tabla 5 claramente indican que 

una sustancia diferente al HADH y a los inhibidores es la 

responsable del desplazamiento de un AdH. En virtud de que uno de 

los productos generados por rompimiento de la molécula de HADH es 

ADP-ribosa, el experimento siguiente consistió en probar el 

efecto de esta sustancia sobre la salida del AdH. El resultado de 

este experimento se anota en la tabla 6, del cual, es evidente 

que esta molécula no es la efectora. 

Después de haber descartado al HADH, a los inhibidores de 

la LDH y al ADP-ribosa como posibles moléculas responsables del 

efecto, se diseñaron los dos experimentos que a continuación se 

describen, en un intento por identificar a tal sustancia. El 
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primer experimento consistió en semicuant1f1car al ADP por 

fosforilación oxidativa en una solución de NADH 5 mH. La tabla 7 

compara, a diferentes tiempos, las cpm obtenidas al usar una 

concentración final de ADP de 10 1..1H como sustrato para la 

sintesis de ATP, con las cpm registradas cuando se utilizó al 

NADH que contiene una indeterminada concentración de la sustancia 

contaminante. Como un segundo control de este experimento se 

probó un lote de NADH que no tuvo efecto sobre la salida de AdN. 

El resultado de este experimento, claramente indica que el 

compuesto contaminante en la solución de NADH es ADP. Con el fin 

de comprobar que el ADP, detectado indirectamente por 

fosforilación oxida ti va (Tabla 7), era la sustancia causante del 

efecto, se hizo una corrida en HPLC del NADH contaminado (Fisura 

8). Si se comparan los trazos presentados en la Fls. 8, puede 

apreciarse que el HADH el uye a un tiempo de retención de 

aproximadamente 4.0 (trazos a y b) mientras que el ADP muestra un 

tiempo de retención entre 7.5 y 7.7 (trazo c). En el cromatograma 

correspondiente al HADH contaminado puede observarse un pico cuyo 

tiempo de retención de 7.7 coincide con el tiempo de retención 

del ADP estándar (comparar trazos b y c). De estos dos últimos 

experimentos (Tabla '.1 y Fis. 6), se calculó entre 30 y 50 IJH la 

concentración aproximada de ADP presente en una solución alcalina 

de HADH 5 mH, preparada con polvo contenido en un frasco 

almacenado por más de un año a 1oºc y en un desecador mal 

cerrado. Sin embargo, el tiempo transcurrido después de abrir por 

primera vez el frasco, aparentemente no es el único factor que 

causa la ruptura del NADH con la correspondiente producción de 

63 



ADP y otros componentes (ver Tabla 3). Los resultados presentados 

en la Tabla 3 son importantes porque 1ncHca.n que en un lote de 

NADH nuevo (experimento e) también se puede detectar una cantidad 

apreciable de ADP. 
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TABLA z. DESPLAZAMIENTO DE [3H} AdH ENLAZADO A F1-PSH-HgATP 
POR PIRIDIH HUCLEóTIDOS. 

mol/mol Et 

CONTROL 1.6 

NADH O. 3 

NAD+ 1 • 1 

NADPH 1. 2 

NADP+ 1 . 1 

Las psm a una concentración de 6.8 mg/ml se incubaron 
durante 15 seg a temperatura ambiente en una mezcla de reacción 
que contenía, en un volumen final de 100 1111 Tris-HCl 20 mM pH 
7.4, sacarosa 200 mM, Hgc12 50 µM, ATP 50 µM, [3HJATP como 
trazador, carboxiatractilós1do 50 µH, adenosin-pentafosfato 50 
µM, fosfoenolpiruvato 1 mH, KCl 20 mH, rotenona 2 1.1H y 100 U/ml 
de piru va to-quinas a. Una vez transcurrido el tiempo de 
incubación, la mezcla se filtró por centrifugación a 3,000 rpm 
durante 1 min en columnas d.e seplladex G-50 de 1 ml (columnas de 
Penefsky), previamente equilibradas con Tris-HCl 20 mM pH 
7.4/sacarosa 200 mH. Los eluidos se Juntaron y se separaron 
alicuotas de 100 1.11 en tubos eppendorf limpios de 0.5 ml. Al tubo 
control se le adicionó 11 µl de Tr1s-HC1 20 mH pH 7.lj./sacarosa 
200 mH, mientras que a los tubos problema se les agregó 11 µl de 
NAD(P)(H) 50 mM disueltos en Tris-HCl 20 mH pH 7.4. En el caso 
del NADP+ y NAD-+, el pH se aJustó a 7.4 con Tris sólido después 
de la solub1lización ·en el buffer. De esta forma, la 
concentración final del correspondiente piridin nucleótido fue de 
aproximadamente 5 mH. Después de incubar los controles y los 
problemas durante 5 min a temperatura ambiente, se filtraron 
nuevamente por centrifugación en columnas de Penefsky, 
previamente equ111bradas con Tris-HCl ZO mH, pH 7,q./sacarosa 200 
mH. A cada uno de los eluidos obtenidos de las diferentes 
columnas, se les ·agregó 100 111 de SDS al lX + 400 µl de H2o para 
hacer un volumen final aproximado de 600 ¡Jl. De estos 600 µ!, i¡.oo 
l!l se colocaron en tri tosol y se procedió al conteo en un 
contador de centelleo t1po Beckman LS-100. La proteína se midió 
por la técnica de Lowry. Para calcular los moles d.e A<1N unido a 
la enzima, se consideró que la concentración de F1 en las psm era 
de 0.'!2 nmol/mg <1e proteína. Todos los p1ridin nucleótidos se 
obtuvieron <1e Sigma. 
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TABLA 3. DESPLAZAMIENTO DE [3HJAdN UNIDO A Frpsm-M1ATP POR 
DIFERENTES LOTES DE NADH. 

mol/mol Et 
CONTROL 1 . 3 

NADHª o .2 5 

NADHb o .eo 

NADHc o .6 3 

NADHd 0.30 

NADHe O.llO 

NADHf 0 •. 60 

El experimento se llevo a cabo siguiendo el mismo protocolo 
<1escr1 to en la Tabla e, excepto que en esta ocasion se probaron 
<11st1ntos lotes de NADH de la marca Sigma. 

a. lote 17F-71501 (tiempo de almacenaje, aproximadamente 16 
meses). concentracion ensayada e mM. 

b. lote 17F-71501 (mismo que a.). 

c. lote 13F-7U01 (abierto el día del experimento). 

<1. lote 13F-71101 (tiempo de almacenaje, incierto). 

e. lote 56C-70501 (tiempo de almacenaje, 6 meses). 

f, lote 33F-72001 (tiempo de almacenaje, 9 meses). 

El tiempo de almacenaje se refiere al tiempo aproximado 
·transcurrido despues de abierto el frasco. La concentración final 
ensaya<1a para los lotes b-f fue de 5 mM. 
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TABLA 4. DESPLAZAMIENTO DE [3H]AdH POR HADH TRATADO COK 
LDH/PIRUVATO. 

CONTROLª 

CONTROLb 

mol/mol Et 
1 . 2 

1 . 2 

o .18 

o .19 

Las condiciones de ensayo fueron las mismas que 
descritas en la Tabla 2, excepto que se introdujeron 
modificaciones siguientes: 

a. Tris-HCl 20 mM, pH 7 .4 /sacarosa 200 mM. 

b. Lactato deshidrogenasa (LDH)/lacta to 5 mM. 

c. HADH 50 mM disuelto en Tris-HCl 500 mM, pH 7.4¡ 
concentración final ensayada de NADH fue de 5 mM. 

las 
las 

la 

d. HADH 50 mM disuelto en 1 ml de piruvato 50 mM. A esta 
solución se le adicionó 2 111 de LDH y se incubó durante 
30 min a temperatura ambiente. La concentración final 
ensayada de HADH fue de 5 mM¡ la concentración final de 
piruvato transformado en lactato también fue de 5 mM. 
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TABLA 5. DESPLAZAMIENTO DE [3H]AdN POR NADH TRATADO CON 
PMS. 

mol/mol Et 

CONTROLª 

CONTROLº 

NADHc 

NADHd 

1.5 

1.5 

o. 2 7 

o. 2 5 

Se siguió el mismo protocolo descrito en la Tabla 2, excepto 
que ahora las modificaciones del experimento fueron las 
siguientes: 

a. Tr1s-HC1 20 mH, pH 7.4/sacarosa 200 mM. 

b. PMS, 200 IJH final. 

c. NADH 50 mH disuelto en Tr1s-HC1 20 mH, pH 7.4; la 
concentración final ensayada de HADH fue de 5 mM. 

d. HADH 50 mH tratado con PHS 2 mM durante un tiempo de 
incubación de 20 min. La concentración final de PHS 
ensayada fue de 200 µH. 

TABLA 6. DESPLAZAMIENTO DE [3HJAdH POR ADP-R1!>osa. 

mol/mol Et 
CONTROL 1 . 1 

ADP-Ribosa 0.8 

Las condiciones de ensayo fueron idénticas a las descritas 
en el experimento de la Tabla 2, excepto que ahora las 
concentraciones de HgCl2 y ATP usadas fueron de 100 1.1M. La 
concentración final de ADP-R1bosa probada fue de 200 µM. Al tubo 
control se le agregó Tris-HCl 20 mH, pH 7.4/sacarosa 200 mH. 
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TABLA 7. DETECCI6H DEL ADP PRESENTE EH HADH POR 
FOSFORILACI6H OXIDATIVA. 

!<E.!!l 

TIEMPO (min) CONTROLª NADHb NADHc 

5· 2572 4722 392 

10 5637 10483 784 

15 7352 16796 113 5 

se incubaron 100 µg/ml de psm-MgATP a 3ooc durante los 
tiempos especificados, en una mezcla de reaccion que contenia 
Tris-HCl 20 mH, pH 7.4, sacarosa 200 mM, Mgc12 10 mM, H3P04-Tris 
10 mM, pH 7.4, [32p¡ como trazador, rotenona 2 µM, glucosa 20 mH, 
succ1nato 10 mH y 5 U/ml de hexoquinasa (mezcla A). 

·a. Mezcla A + ADP 10 µM. 

b. Mezcla A + NADH contaminado, 5 mM. 

c. Mezcla A + NADH exento de la contaminacion, 5 mM. 
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4.55 3.85 

a. b. 

7.58 

c. 

4.20 

FIGURA 8. SEPARACION DE COMPUESTOS POR HPLC. La separaci6n 

de las sustancias se hizo en una columna radial (Waters) 

PAK SAX P 3082 AOI que fue eluída isocráticamente con o.25 

M KH 2Po4 y 0.5 M KCl, pH 5.0. 

a. 1 nmol del NADH que no tuvo efecto sobre la salida 
de AdN. 

b. 1 nmol del NADH que caus6 la salida de 1 mol de 
AdN. El pie~ con un tiempo de retenci6n de 7.7 co
rresponde al ADP contaminante. 

c. o.3 nmol de una soluci6n de ADP estándar. 

Los números sobre los picos indican los tiempos de retenci6n 

en la columna para cada uno de los componentes separados. 
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6.3. CONCLUSióN. 

La detección de una concentración tan alta de ADP en una 

solución de NADH 5 mM es importante debido a que, además <1e ser 

la primera ocasión que se identifica ADP como producto del 

rompimiento de la molécula de NADH, en lo subsiguiente se <1eberá 

tener extremo cuidado con la utilización del NADH en 

concentraciones mM como sustrato respiratorio oxidable en 

experimentos de fosforllación oxidaUva. La interpretación de los 

resultados de tales experimentos podría ser incorrecta si en la 

solución de NADH empleada se ha producido una concentración 

elevada de ADP. Es recomendable, por lo tanto, asegurarse del 

grado de pureza de los lotes de NADH antes de utilizarlos. 
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