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Adenosina difosfato. 

Adenosina trifosfato. 

Adenosina-5'-trifasfatasa <E.C.3.6.1.3). 

Complejo ATP sintasa completo. 

N, N-bis[2-hidroxietilJ-glicina. 

Dimero obtenido par entrecruzamiento del complejo 

Fil por EEDQ. 

Dimero obtenido por· entrecruzamiento del compleja 

ECFt por EDAC. 

ATPasa so~uble de cloropasto. 

Diciclohexilcarbodiimida. 

Ditiotreitol. 

ATPasa soluble de Escherichia cali. 

Complejo ATP sintasa de Esc:herichia coli. 

1-eti~-3-[3-Cdimetilamino>propill-carbodiimida. 
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Acido etilendiaminotetraacético. 

N<etoxicarbonil>-2-etoxi-1,2-sihidroquinolina. 

Sector membranal del complejo ATP sintasa. 

ATPasa mitocondrial soluble. 

ATPasa mitocandrial soluble que se obtiene con la 

Prateina Inhibidara endógena. 

F1I.EEDQ-N-Nbf Compleja FtI modificado con Nbf en Lis~-162 

FSBA 

FSBI 

HEPES 

kDa 

MABI 

MES 

2-N ADP 
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después de entrecruzar· con EEDQ. 

5'-p-fluoro?ulfonilbenzoiladenosina. 

5'-p-fluarosulfanilbenzoilinasina. 

Acido N-2-Hidraxietil piperazina-N'-2-etana 

sulfónico 

kilo Dal tones. 

Metil-4-azidobenzoimidato. 

Acidd 2CN-modalir10) etano sulfónico. 

2-azido Adenosina difosfato. 
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NADH 

Nbf 
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Nbf-0-Ft 

NC 

NEM 

NTF 

OAc 

OSCP 

PA-SDS 

PBS 

Pi 

PI 

P.M. 

psm 

psm-Klein 

psm-MgATP 

SDS 

TEA 

TDAB 

TRIS 

8-azido Adenosina difosfato. 

~-nicotinamida adenina dinucle6tido • 

7-Cloro-4-Nitrobenzofurazano. 

Ft modificada con Nbf en Lis-~162. 

F1 modificada con Nbf en Tir-~311. 

Nitrocelulosa. 

N-eti lmalei mida. 

Nucleótido trifosfato. 

Acetato. 

Proteina que confiere sensibilidad a oligomicina. 

Poliacrilamida-Dodecilsulfato de sodio. 

Amortiguador salino de fosfatos. 

ion fosfato. 

Proteina inhibidora de la F1.ATPasa mitocondrial. 

Peso molecular. 

Particulas submitocondriales. 

Particulas submitocondriales obtenidas por 

el método descrito por Klein. 

Particulas submitocondriales obtenidas por 

sonicaci6n de mitocondrias en presencia de Mg+ y ATP. 

Dodecrlsulfato de sodio. 
l 

Tri etanol amina. 

Bromuro de tetradeciltrimetil amonio. 
1 

Tris Chidroximetil) aminometano. 
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- INTRODUCCION. 

l.-FOSFORILACION OXIDATIVA. 

1.- H~CANISHO QUIHIOSHOTICO. 

La fosforilaci6n oxidativa y la fotofosforilación, a través 

de sintetizar la mayor parte del ATP celular, son la fuente 

principal de energia en animales, plantas, hongos y bacterias. 

Este procesa estl asociado a las estructuras membranales: A la 

membrana interna en mitacandrias, a la de tilacaides en 

claraplastos, a la plasmática si se trata de bacterias. 

El sistema de la fosfarilación axidativa mitocandrial está 

constituida por 5 complejas enzimlticas lipa-pratéicos: la NADH 

ubiquinana axidoreductasa ó comple~p I; la Succinato 

ubiquinona axidareductasa 6 complejo. II; la Ubiquinol 

ferricitocroma-c oxidoreductasa 6 compleja III; la 

ferricitocroma e - oxidoreductasa 6 compleja IV y la ATP-sintasa 6 

complejo V. En mitocondrias de corazón de bovino, este si!ltema 

constituye el 50 i. de las proteinas asociadas a la membrana 

interna, el resta incluye, entre otras, varias 

transportadoras y enzimas que actóan corno donadoras da 

de la cadena respiratoria (ver rev. Hatefi, 1985). 

proteinas 

electrones 

En mitacandrias intactas y en bacterias, el transporte basal 

de electrones se acelera cuando ocurre la form~ción de ATP a 

partir de ADP y Pi. Este acoplamiento entre la oxidación 

fosforilación, se ha explicada media~te el mmcanismo 

y la 

llamado 

quimiosmótico, propuesta por Peter Mitchell en 1961. El 
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acoplamiento depende de las propiedades intrinsecas de la membrana 

que contiene la cadena transportadora de electrones y la 

ATP-sintasa. 

El Hecanismo Quimiosmólico <ver fig. 1) propone que la 

energia derivada del transporte de electrones, es utilizada para 

translocar protones a través de la membrana. Esta translocación 

que va de la matriz mitocondrial hacia el citosol, origina una 

diferencia de potencial electraquimico ti-ansmembranal CAµH+> que 

tiene dos componentes; una diferencia de pH CópHl y una diferencia 

de potencial elP.ctrica ó de carga (6~> entre los campar ti mi en tos 

interior y exterior separados por una membrana impermeable a 

+ protones CH), La energia almacenada al generarse el gradiente de 

protones, se utiliza para la formación del ATP, cuando las 

protones regresan del citosol hacia la matriz mitocondrial a 

+ través de un canal de H presente en la ATP-sintasa. 

De acuerdo con Mit~hell, la interconversión del 

transmembranal C6µH+l en la energía qu.f.mir:a del 

reversible. Asi el proceso de sintesis de 

t~nto que la hidrólisis regen~ra al óµH+. 

ATP consume 

potencial 

ATP, es 

+ 6µH , en 

Parte de la energía del gradiente se usa para impulsar la 

·~ translocación de otras moléculas a través de la membrana, mediante 

un mecanismo de transporte acoplado. De esta manera el ADP y el Pi 
.... 

son llevadas hacia el interior de la matriz mitacandrial para la 

sintesis-del ATP. 

La estequiametria de los iones fosfato incorporadas en el 

ATP, por par de electrones que viaja a través de la cadena 

transportadora, se conoce como relación P/2e • Equivalente a ~a 

' 
relación P/0 1 debido a que cada par de electrones r~duce un átomo 

2 
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Potencial eléctrico 
+ + + + + 

Respiración 

Baja 

ATP 

Fosf orilación + Alta [H ] 

2H+ 

Fig. 1.- Esquema de ia Topoioeia de ia Respiración 

Hi. tocondriai y la Fos/ori ladón Oxidal iva. FtFo es el compleja 

enzimática responsable de la sinte5is de ATP. 
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de oxigeno. En mi locondrias la relr1ción P/O es de 3 par-a el NADH y 

substratos que tr-ansfieren electrones al NADH. La relación P/O es 

de 2 para substratos que transfieren electrones a flavoprateinas 

(ver rev. Mitchell, 19761. 

2. -HECANI SHO CONFORHAC IONAL. 

Aún no se conoce el mecanismo molecular por el cual funcionan 

las. ATP-sintasas, pero se han propuesto modelos como el de Catális 

Rotacional (Boyer, 1983; CoK y col., 1984, 1986; Gres$er y cal., 

1982> y el Hecanism.o de Unión y Cambio (Gresser y col., 1982), El 

modela más aceptada ~ast.a aho1-a es este último: HECANISHO DE UNlON 

Y CAHBIO 6 "Bindine Chanee". Las ca1~ac:teristicas principales de 

este modela son: ll La sintesis de ATP ocurre espontáneamente en 

los sitios cataliticos, y e~ paso que requiere energia es un 

cambio conformacional. ~ste cambio es necesario para convertir el 

sitio catalitico de alta afinidad por ATP en una de baja afinidad 

<Boyer y col., 1963>; 2) La unión del substrato y la liberación 

del producto están asociados al proceso de energización CRosing y 

col., 1977>; y 3) La unión del substrato y la liberación del 

producto ocurren simultaneamente en subunidades cataliti cas 

separadas pero interactuantes <Ka.layar y col., 1977). 

Las H+-ATPasas son complejos enzimáticos asociados a i,s 

membranas transductoras de energia de mitocondrias, bacterias y 

4 

., 



r 

cloroplastos. Su función puede separarse en tres partes: al 

Translocación, que permite a los protones generados en la cadena 

oxidativa cruzar la bicapa lipídica; b) Acoplante, en la que 

dirige los protones de tal manera que la energia almacenada en su 

gradiente electroquímico se utiliza en la sintesis del ATP y c) 

Catálisis, durante la que se realiza la sintesis de ATP, partiendo 

de ADP y de Pi. 

La enzima puede llevar a cabo la hidrólisis de ATP, que es la 

reversa de la reacción del proceso fosforilante. Se realiza en 

ausencia de substratos oxidables en el caso de mitocondrias y de 

bacterias aeróbicas, o en la obscuridad si se trata de bacterias 

fotosintéticas y cloroplastos. Esta hidrólisis puede inducir la 

formación de un gradiente electroquímico de protones, el cual a su 

vez es capáz de revertir el flujo de electrones, regenerando el 

AµH+, pudiendo ser utilizado para el transporte de metabolitos 

<veanse rev. Senior, 1988; Schwezmann y Pedersen 1986; Wang, 1988; 

Vsern y col 1988>. 

Las H+-ATP-sintasas (fig. 2) están constituidas por una 

porción Ft que, observada por medio de la microscopia electrónica, 

se ve como un botón de 9 nm de diametro que sobresale de la 

~ membrana interna de la mitocondria o de la membrana plasmática de 

las bacterias. Este sector es hidrofilico y posée el sitia 

catalítica para la sintesis e hidrólisis del ATP. La Ft está unida 

al sector membranal <Fo> mediante un cuello de aproximadamente 

4.5 nm de largo por 3.5 nm de ancho. El sector Fo, que par~ce 

tener una forma globular, con un diametro de 6-8 nm de ancho 

!Gogol y col., 1988; Tsuprun y cal., 1989¡ Gogol y cal., 1988) es 

la porción hidrofóbica de la enzima a través de la cual se 
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Fig. 2.- Hi.cro~rafla Eiectrónica de ta F1Fo-ATPasa de 

Esch€·richia col i. reconst i tui.da en membrano.s. La ECF1Fo se can\]eló 

r6pidamente y se mantuvo en una capa delgada de hiela para verse 

al microscopio electrónico sin te~ir y sin ningún tratamiento 

quimico. CA) Vista lateral promedio de 30 moléculas; CB) y CC> 

Vista lah.:ral promedio de 10 moléculas. CCl Muestr-a un dominio de 

diferente densidad electr·ónica en el interior- de la ECF1 CGogol, 

E.P. y col. 1987). 
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conducen los protones para llegar a la Ft (Senior, 1973, 1979, 

- 19831. El complejo ATP-sintasa está formado de por lo menos 13 

subunidades diferentes <Walker y cal., 1987). 

La Ft mi tocomdrial CKnowles y c:ol.:, 1972¡ Tuena y 

... Gómez-Puyou, 1977; Feinstein y Moudrianakis 1984) semejante a la 

de E. coli CFoster y Fillingame, 19791 y a la de Cloroplasto <Lien 

... y Rac:ker, 1971; Binder y col., 19781 pueden aislarse de la 

membrana por diferentes métodos. La Ft aislada solo cataliza la 
#'f•t, ... : •• 

hidrólisis de ATP, y puede unirse nuevamente a la membrana, 

... recuperando la funcion de sintesis de ATP. El hecho de poder 

purificar la Ft y reconstituirla en membranas ca1~entes de ella 

- pero que mantienen la porción Fo, ha sida de gran utilidad en el 

.... 

.... 

estudio de la estructura y el mecanismo de la enzima . 

III.- La H+-ATPasa Hitocondriat. 

1.-CARACTERISTICAS GENERALE~. 

La Ft-ATPasa mitocondrial tiene un peso molecular de 371 l<Da 

y consta de 5 subunidades denominadas ~, ~' r, ó y & con 

estequiometria de Q~ r6e, y pesos moleculares de 54, 50, 33, 17.5 a a 

y 5.7 kDa, respectivamente <Penefsky, 19791. Además de estas 5 

diferentes subunidades, la Ft posée un polipétido con P.M. de 9578 

Da denominado Proteina Inhibidora CPil, el cual está involucrado 

en la regulación de la actividad catalitica de la enzima (ver rev. 

de Schwerzmann y Pedersen, 19861. 

La mayor parte de las subunidades de la FiFo-ATPasa 

mitocondrial, están codificadas por genes nucleares. Esto es asi 
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para todas las subunidades de la Ft <Nelson y Bchatz, 1979), Otras 

como la a y la e de Fo, son codificadas por el ADN mitocondrial 

<Neupert y Schatz, 1981; Fearnley y Walk~r, 1986). Las subunidades 

codificadas por las genes nucleares se sintetizan en forma de 

precursores en los ribosomas citoplásmicos <Hallermayer y cal., 

1977; Suissa y Bchatz, 1982). Las proteinas precursoras poséen una 

secuencia adicional en el extremo amino terminal, que corresponde 

al péptido sef'ial, que dirige la proteina hacia el interior del 

arganelo (Schatz y Butow, 1983) 1 que en el caso de la subunidad a 

es de '1·3 aminoácidos <Breen y Garnet, 1989). Este péptido se!'ial se 

remueve durante el procesamiento hasta la proteina madura. Para 

que las prateinas precursor·as se transporten al interior de la 

mitocandria, se requiere que estas estén en una conformad ón 

extendida difer8nte a la conformación final <Chen y Douglas, 1987) 

además se necesita un receptor localizado en la suRerficie de la 

matriz mitocondrial <Hennig y cal., 1983; Swizin$ki y col., 1983>. 

Se ha descrito una peptidasa hidrosoluble que cataliza el 

procesamiento en la matriz mitocondrial <Bóhni y col., 1983). 

También se requiere de energia para el transporte; esta la 

proporciona el componente 6~ del potencíal electroquimico de la 

membrana (Schatz, 1988). 

se· desconoce aún lo que determina la estequiomet1~1a exacta de 

las subunidades de la f1fa, pero se ha sugerido que el mecanismo 

que controla la biosintesís y el ensamble esta a nivel-- de -la 

traducción. Experimentas en E. coli han mostrado que la frecuencia 

can que se usan los codones para las subunidades ·a, ~ y e, es 

mayor que la encontrada para r, 6 y a Esto implica que las 

subunidades a, ~ y e, que tienen estequiometria de 3, 3 y 10 1 se 
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- traducen más frecuentemente CGranlam y col.,, 1981; lkemura, 

1981a, 1981bl. 

Se sabe que la secuencia de aminoácidos de F1 de diferentes 

orígenes muestra gran homologia, independientemente de la fuente 

de que provengan. 

La F1-ATPasa soluble y purificada solo es capaz de realizar 

ciclos de hidrólisis de ATP, aunque se ha logrado sintetizar ATP 

unido a la enzima en presencia de concentraciones altas de Pi y 

dimetilsulfóxido (Sakamato y Tonamura, 1983; Vashida, 1983; 

Gómez-Puyou y col., 1986). El olig6mero o3~3r, reconstitutido a 

partir de las subunidades purificadas, tiene el tama~o (90-100 ~) 1 

y una actividad especifica similar a la enzima nativa •. Esto indica 

que san estas las subunidades esenciales para la hidrólisis de ATP 

(Yoshida y col., 1975; Futai, 1977; Kagawa y Nukiwa 1981). 

Se sabe por experimentas directos de unión de nucleótidos, 

que la Ft pos.S·e 6 sitios para nucleótidas <Cross y Nalin, 1982; 

Weber y col.,, 1985; ver rev. Vignais y Satre, 1984). De estos, 3 

recambian rápidamente con los nucleótidas del medio, y otros 3 

recambian léntamente y san nó cataliticas <Cross y Nalin, 1982). 

Los de recambio rápido presentan cooperatividad negativa (Cross y 

Nalin, 1882; Tiedge y col.,, 1982) 1 y parecen de~endíentes de Mgz+ 

y especificas para nucleótidas de adenina CKironde y Cross, 1986, 

1987; Senior, 1979). Dcida que la catálisis es dependiente de Mgz+ 

y utiliza diferentes trinucleótidos coma substratos, ge cree que 

los tres sitios de nucleótidos de recambio r~pido corresponden a 

los sitios cataliticos. 
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2. - EL COHPLEJO NATIVO Ftl. 

La H+ATP-sintasa mitocandrial, ya sea solt~le o par-ti culada, 

se obtiene con diferentes grados de actividad hidrolitica 

atribuibles al diferente contenida de PI. Cuando la acl:i vi dad 

hidralitica de la H+ATP-sintasa es baja, esta puede manifestarse 

al máximo por difer-entes tratamientos que invalucnm el 

desplazamiento de la PI del sitio inhibitoria , o bien el ataque a 

ésta por- proteasas. 

En el caso de la ATPasa particulada, las métodos empleados 

para manifestar la actividad hidr-olitica máxima por desplazamiento 

de la PI son: Energización de membranas por substr-atos oxidables o 

par hidrólisis de ATP, exposición del compleja a prateasas, a 

temperaturas al tas (20-60 ºe>, pH alcalina y fuerza ióni ca (ver-

rev. Schwerzmann y Pedersen 1986). 

En el compleja soluble, la actividad. hidralitica máxima se 

puede manifestar par- incubación de la enzima en media can fuerza 

iónica y tempe1~atura altas (Lawe y Beechey, 1981; Feinstein y 

Moudrianakis, 1984), a bien par tripsinización <Harstman y Racker, 

1970). Este aumenta se atribuye a una inactivación del efecto 

catalítico de la proteina inhibidora. 

En 1984 Feinstein y Moudrianakis, caracterizaran una 

preparación de F1 que se obtiene con la PI endógena, y que tiene 

un comportamiento similar al de las partículas submitoconúriale~ 

Mg-ATP (Beltrán y col., 1984>, con un alto contenido de PI. 

Esta prepar-ación de Ftl soluble se obtiene_con una actividad 

-1 -1 
hidrolitica muy baja C0-2 µmal min mg ) , y puede alcanzar el 

valar teórica máximo ( 100 µmol al incubarse a 
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o temperaturas mayores de 20 C y a un pH alcalino en presencia de 

ATP como agente estabilizador. La velocidad de activación es más 

rápida a medida que se aumenta la temperatura (de 4 a 60 ºe>, o el 

pH Cde 6.0 a 8.5). Se sabe que el complejo F1I es cataliticamente 

activo CG6mez-Puyou y col., 1986), ya que es capaz de sintetizar 

la misma cantidad de ATP unido C0.4 ATP/F1> que la Ft CSakamoto y 

Tonomura 1983¡ Sakamoto, 1984; Yoshida, 1983; Gómez-Puyou y ~ol., 

1986 ). 

La FtI a diferencia de la F1, es estable a temperaturas de 

o 0-4 e, ya que como se mencionó arriba, la PI le · confiere 

estabilidad al fria (Pullman y Monroy, 1963). 

3.- FUNCION DE LAS SUBUNIDADES DEL COHPLEJO F1Po 

La Subunidctd o. posée un sitio de unión para nucleótidos <por 

mol de o.) que tiene una' alta afinidad para ATP o ADP CDunn y 

Futai, 1980), y la unión de éste a la subunidad ex le provoca un 

cambio conformacionál importante CParadies, 1980, 1981; Dunn, 

1980). Sabemos también, que el sitio de unión para Mg2
t no 

intercambiable que permanece unido a la F1, se recupera en el 

dimero "Oly" al desnaturalizar la Ft (fülliams, y col., 1987). 

Estos resultados junto con el hecho de que la liberación del ATP 

de la subunidad Ol es muy lenta, sug1eren que este sitio de 

nucleótida padria ser regulador o estructural CDunn, 1980). La 

subunidad o. parece ser espe.cie especifica ya que cil diferencia de 

las subunidndes ~ y y, no forma hibridos con subunidades ~ y r de 

otras fuentes CFutai y col., 1980; Takeda y col., 1982). 

Las resultados de experimentos usando F1 de E. cott con 
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mutaciones a nivel de~ que resultan en la alteración de la 

coaperatividad entre los sitios, sugieren que la transmisión de 

cambios conformacionales entre subunidades, es esencial para la 

máxima actividad de ATPasa CNuomi y col., 1984). Por experimentos 

de enti-ecruzamiento de [ 14
CJNEM-05CP con Fi <Dupuis y col.~ 1984) 

y par experimentos en los que el tratamiento de la subunidad a con 

tripsina altera la unión de OSCP con el segmento Fi, sabemos que 

la subunidad a interactúa con la subunidad OSCP del cuello del 

compleja F1Fo. 

Las 3 Sub11nidades (5 son esenciales en la actividad catalítica 

del complejo ATP-sintasa, ya que poséen los sitios catalíticos y 

parte de los sitios no cataliticos de la enzima CKananshvili y 

Gromet-Elhanan, 1985)~ Estas subunidades son las más conservadas y 

por tanto las más faciles de substituir, ya que su homologia con 

otras especies es mayor de 60 X <Walker y col. , 1984) 1 

principalmente en la ton~ del sitio de unión de nucleótidos 

<Nelson y Cidon, 1984). Experimentos con la subunidad ~aislada de. 

F1 de R. rttbr11rn., mostr a1-6n que ést¿¡ es capaz de 11 evar a cabo la 

hidrólisis del ATP, aunque este fenómeno no se ha visto para la 

subunidad aislada de otras especies (Kanashvili y Gromet-Elhanan, 

1983b). Esta subunidad parece ser esencial también en la 

determinación de la especificidad de Ft para cationes divalentes, 

ya que una mutación a nivel de la subunidad ~ en E. coli cambia la 

especificidad de la F1 de Mgz+_ATPasa a Caz+_ATPasa CFutai y cal., 

1974). Es importante mencionar que todos las residuos de 

aminoácidos de la subunidad f de la Ft que hasta ahora se han 

modificada, afectan la actividad hid1-olitica (ver fig. 3). Estos 

residuos san: 1 6 2 tirosi~as que a pH neutro se modifican con 
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Fig. 3.- [squem.o. de ia Subunidad ~ de la Fi-ATPosa 

Hi. locondrial, mostrando la localización do residuos de aminoácidr.is 

de importancia en este trabajo. 2-N ADPa <Lunardi y col. 1987>; 
a 

Nbfa <Andrews y col., 1984bl; Nbfb <Hoy Wang, 1983>; DCCD (Esch y 

col., 1981>; EEDQ <Laikind y col,, 1986)' 8-N ADP <Hollemans y 
9 

col., 1983>; Nbfc <Andrews y col., 1984a>; 2N ADPb <Garin y col., 
a 

1986>; FSBI <Bullough y Allison, 1986b); FSBA <Esch Y. Allison, 

1979); P. Inh. (sitio de unión de la Proteina Inhibidora-Jackson y 

Harri s, 1988>. 
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Nbf, FSBA ó tetranitrometano¡ Una lisina modificable con Nbf a pH 

alcalino; una argi~ina que se modifica con fenilglioxal o con 

butanediona y un carboxilo que se marca ·con DCCíl ó con EEDQ <ver 

rev. Allison y col., 1986 y secciones IV y V>. La subunidad r 
tiene además el sitio de unión de la F'r-oleina Inhibidor-a <Klei.n y 

col., 1980, 1981; Beltran y col., 1988>, que es un factor- muy 

importante en la r-egulación de la actividad catalitica de la 

enzima. 

La Subunidad r parece ser- indispensable para el ensamble de 

las otras subunidades de F1, ya que en ausencia de esta subunidad 

no hay ensamble de subunidades a y r CKanasawa y col., 1983; 

Klionsky y Simoni, 1985). Estudios de entrecr-uzamiento del 

complejo Ft soluble, y otros más recic:?nles sobre la estructur-a · 

tridimensional de la enzima CGogol y col., 1989bl, muestran que la 

subunidad r se encuentra interactuando pr-incíp·almente con la 

subunidades r, 6 y e. Experimentos realiz~dos con subunidades de 

E. coli Ft mostraron qJe la mínima combinación de subunidades que 

presenta actividad hidrolitica es a~ r CKagawa y NukiwA, 
9 B 

1901 ; 

Yoshida y col., 1975; Futai, 1977). Además se ha propuesto que la 

subunidad ~, actúa como la compuerta del paso de las protones a 1 a 

subunidad catalitica CEnns y Criddle, 1977), 

Aunque se desconoce la función de las Subunidades 6 ~ &, se 

ha propuesto que éstas pueden anclar- la estructura c\par a la 

por-ción Fo de la enzima. Esto se ha propuesto considerando que la 

subunidad ó mitocondrial tiene como equivalente a la subunidad e 

en E. coti y en cloroplasto (l(imura y col., 1989>, que se sabe 

desemµe!'ían este papel <Futai y col., 1974; Sternweis, 1978; l<agawa 

y col., 1976; Dunn y Heppel, 198l;Humbe~t y cal., 1983). Debemos 
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aclarar quo la subunidad e de mitocandria, na tiene equivalente en 

Bacterias ni en Cloroplasto <Walker y col., 1985). 

LA PROTEZNA ZNHIBIDORA CPI>, es un palipéptida con pesa 

molecular de 9578 Da CFr-angione y col., 1981>. Fué aislado por 

pr-imera vez por Pullman y Monr-oy en 1963 de mitacondrias de 

carafon de res, es un inhibidor de la hid1~ólisis y de todas las 

~ r-eacciones dependientes de ésta. Estudios posteriores mostraron 

que este poli pépti do también r-e~gul a la sintesi s de ATP, asi c:ama 

las reacciones parciales del ciclo catalitico CHarris y Crafts, 

1978; Gómez-Puyou y col., 1979; Har-r-is y col., 

Gómez-Puyau y cal., 1983; Beltrán y col., 

descubrimiento a li fecha, se ha purificada 

1979; Tuena de 

1986). Desde su 

de H+ -ATP-si ntasa 

prácticamente de todas las fuentes (ver rev. Pedersen y cal., 

1981). Su presencia confiere estabilidad al fria a la Ft soluble 

(Pullman y Monray, 1963; Horstman y Raclmr, 1970) y puede ser 

marcada can [14CJ Fen~lisatiacianata (Klein y cal., 1980), [
14CJ 

Metil· 4-azidobenziroidato CKlein y cal., 1981) a con 12~1 CWong y 

cal., 1982; Pawer y .cal., 1983) sin perder actividad. La 

estequlometria PI:F1 es de una CGómez-Fernéndez y Harris, 1978)' 

esta proteina interactúa con el extrema carboxila terminal 

~ (Jacksan y Harris, 1988) de una de las 3 subunidades ~ del 

complejo Ft CKlein y col., 1980 1 1981; Jackson y Harris, 1983; 

Belti~an y cal., 1988). La inte1~acci6n de Pl-F1 también ocurre en 

la Fi de E. coLi <Lotscher y col., 1986) en la cual la subunidad e 

desemperia la función de PI CDreyfus y Satre, 1984; Sternweis y 

Smith, 1980). 

La inhibición de la actividad ~idralitica de la Ft-ATPasa, 

por la PI requiere de preincubación a pH cercano de 6.7 , en 
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presencia de un nucleótido trifosfatado CNTFI hidrolizable y de un 

catión divalente <Pullman y Monroy, 1963; Horstman y Racker, 

19701. En 1978 Gómez-Fernandez y Ha.rris p1~opusieron que la 

hidrólis del NTP podria generar un estado conformacionál qJe 

favoreciera la interacción de la PI con la Ft. Experimentos 

posteriores indicaron que la interacción se favorece por una 

relación baja ATP/ADP CVan de Stadt y Van Dam, 19741, y resultados 

recientes sugieren que la forma de la enzima a la cual se une la 

PI es como ATPasa-ADP CPower y col., 1983; Tuena de Gómez-Puyou y 

col., 1983; Ernster y Nordenbrand, 19841. 

No se ha llegado a un concenso con respecto al número de 

sitios de unión que la Ft tiene para la PI. Jackson y Harris 

(1983, 1986) proponen la existencia de un solo sitio, en tanto que . 

otros autores , aseguran que existen al menos 2 sitios <Van de 

Stat y col., 1973; Wong y col., 1982): uno inllibi t.orio y otro no 

inhibitorio. 

El grupo de Tagawq CHashimoto y col., 1984; Okada y col., 

1986) demostró, que la ATP sintasa de levadura, tiene además 2 

proteinas estabilizadoras de PM de 9,000 y 15,000 daltones en una 

relación equiomolecular con el complejo F1Fo. Estas proteinas se 

requieren para estabilizar el complejo inactivo PI-F1Fo en la 

membrana mitocondrial. Por otro lado~ se sabe que la PI sufre 

cambios conformacionales dependientes de pH qua parecen estar 

relacionados con su actividad inhibitoria CFujii y col.,- 1903; 

Harris, 1984). 

La importancia fisiológica de la PI en la regulación de la 

hidrólisis de ATP se demostró in vivo en músculo cardiaco 

isquómico <Rouslin, 1983, 1987). 
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El sector hidrafóbica CFo> del complejo ATP-sintasa, confiere 

a la enzima estabilidad al fria y sensibilidad a la oligomícina y 

al DCCD (1-5 nmoles/mg de proteina) (Kagawa y Racker, 1966). En 

Bacteria el segmento Fo, ~stá constituido de 3 subunidades 

direfentes a, by e con estequiometria 1:2:10 (Senior ·y Wise, 

1983). En mitocondrias parece ser mucho mis complejo, ya que la 

composición y estequiometria de sus subunidades no se ha 

establecido claramente. Entre los polipéptidos que se han 

encontrado formando parte del sector Fo en mi tocond1-ia de corazon 

de res 1 están : La "ATP-asa 6 11 Ca) de 24. 8 kDa <Anderson y cal., 

1982), la subunidad b, el proleoiipido <e> de 7.4 kDA CWalker y 

col., 1984), el palipéptido Abl- de 7.9 kDa <Fearnley y Walker, 

1986) y una Proteina que une desacopiante CHanstein, 1976). 

El Proteolipido, subunidad e 6 Proteina que une DCCD, es la 

que puede ser modificada covalentemente por DCCD (Lauguin y cal., 

1980) 1 bloqueando la tra~slocación de protones a través de Fo y 

por tanta inhibiendo la actividad hidrolitica y sintética de la 

ATP-sintasa CCi-iddle y col., 1977; Glaser y col., 1980; Sebald y 

Hoppe, 1981). Ee proteali.pida es el componente principal (5-10 i. 

de FiFo> del segmento Fo, y es esencial para que la Fo sea 

funcional. Es también el sitia de unión de la olígomicina que es 

un inhibidor de la sintesis y la hidrólisis del ATP <Criddle y 

col., 1977). El Proleotipido tiene homólogas en Bactertas y 

ctoropiastos CSebald y Happe 1981>. 

La Protein.a que une Desacopianle CUBPl, es el palipéptido de 

mayor peso molecular que se encuentra formando parte de Fo. Fué 

purificado par primera vez en 1976 por Hanstein y parece ser el 

única componente esencial ·para la unión del desacoplante en la 
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membrana interna rnitocondrial. 

Entre las subunidades responsables de unir F1 il Fo, es deci1~, 

las que forman el cv.ei lo, se encuentran la subunidad OSCP 

(Proteina que confiere sensibilidad a oligamicina> con P.M. de 

20.9 kDa <Dvchinnikov y col., 1983), la Fo con P.M. de 8 kDa <Fong 

y col., 1984) y la subunídaad e. 

LA PROTEINA QUE CONFIERE SENSIBILIDAD A OLIGOHICINA COSCP>, 

es un polipéptido hidrofil ico, que ínte1~actúa con las subunidades 

a y ~ y cuya función principal es la de unir el segmento Fo al 

segmento Ft (Dupuis y col., 19851, confiriendole a éste óltimo 

sensibilidad a la oligamicina E<Tzagoloff, 19701, sin ser su sitio 

de unión (Criddle y col 19771], al DCCD y a la Rutamicina <Van de 

Stadt y col., 19721. La OSCP es esencial para el restablecimiento 

de las funciones dependientes del gradiente de protones en 

experimentos de reconstitución de Ft con Fo <Tzagoloff y col., 

1968; Racker, 1981), Est~ proteina junta con el factor B <Fu> y el 

Factor 6 (fo), se requieren para reconstituir la actividad de 

intercambio ATP-8zP <Lia~g y Fisher 1983). Los resultados de 

experimentos utilizando reactivos entrecruzadores, muestran que la 

OSCP interactúa con las subunídades ~y (1 de la Ft. Esta proteina 

sola se ha aislada de mito~ondria, pero funcionalmente tiene su 

homóloga en la subunidad 6 de E. coli <Walker y col., 19321. 

El Factor B, es una prateina que se encuentra. unida a Fo del 

lado de la matriz mitacondrial. Se ha sugerido que además de estar 

involucrada en la reacción de intercambio ATF'- 92P (Liang y Fish!:!r 

19831 y afectar la permeabilidad a protones cuando se adiciona a 

membranas carentes de el <Huang y cal., 1987) 1 participa en la 

organización del canal de ~ratones mediante sus 2 grupos t{ol 
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CSanadi, 1982). 

La función de Fo no está aún bien definida, algunos autor-es 

CVadineau y col., 1976; Russel y col., 1976) proponen que 

par-ticipa en la unión de F1 a Fo, al igual qL1e OSCP y que junto 

con ésta confieren sensibilidad a la oligornicina. Sin embargo 

Liang y Fisher (1982), difieren de esta conclusion, y sugieren que 

la Fe; participa junto con la Fe y La OSCP en la actividad. de 

. t b. ATP-82P .... 1-f.1. ~rcam io del complejo FiFo • 

4.- ASINETRIA DE LOS SITIOS CATALITICOS. 

A) Asimetrla estructurai: 

··En 1982 Amzel y col., basados en estudios estructurales y de 

difracción de Rayos X y·enºla estequiometria Q3~3r6c, propusi~ron 

por primera vez la Asim.etria Es true turai .de Fi dada por· 1 as 

subunidades pequenas. Lo que se observó en este casa, y también 

por estudios de tinción negath·a de moléculas de Fi, fué un 

ar-reglo hexagonal formado por 6 lóbulos del mismo ta.mano (aprox. 

80 R> que representan las 3 subunidades a y las 3 ~· En 1986 

Boekema y col., lograron ver además una séptima densidad 

electrónica centr-al o asimétrica que parece estar dada por las 

subunidades pequenas (róe). Este ano Gogol y Col ( 1989al 

combinaron dos técnicas: la.- Reconstrucción tridimensional de 

imágenes de cristales bi di mensi anal c::s de tef'íi dos 

negativamente, y 2a, análisis de una sola particula de ECF1, 

preservada en su forma nativa mediante congelamiento, y usando 

criomicrascopia electrónica, lograron tener una imagen más 

19 



r 

• 
1 

informativa de la enzima. Además dPl hexágona formado (95-100 R> 
~ 

¡ par 6 densidades de proteina alargadas de aprox. 90 x 30 R, en el 

cent1·0 de ECF1 observaron una c<wi dad acum:;a (30-40 R>, que abarca 

prácticamente la longitud dal complejo. Esto apoya el hecho de que 

el segmento Fo de E. coli forma un poro de protones al 

reconstituirse en membranas CSchneider y Al tendoi-f, 1985). También 

pudieron visualizar una séptima densidad de proteina compacta, que 

se encuentra asociada estrechamente con las subunidarles 

peri.féricas, y que obstruye parcialmente la cavidad central Cfig. 

4). El mismo grupo CGogol y col. 1 1989b) 1 usando 1 a técni c:a de 

criomicroscopia electrónica con el complejo ECF1 decorado con 

anticuerpos Anti-ot, pudo confirmar claré\mente la alternancia entre 

las subunidades Ol y ~ en la E?nzima. También pudie1·on ver que la 

densidad en el interior de la estructura ~ada por las subunidad~s 

pequenas r, 6 y e CBragg y Hou, 1987; Gavilane~-Ruiz y col., 1988) 

está en una posición ~simétrica, adyacente a las masas periféricas 

nó marcRdas, indicando qu~ su interacción principal es en la 

sub unidad ~. De la misma manera el análisis de la 

ECF1-tripsinizada que car-ece de 6, e y parte de la subunidad r, 

permitió ver que la densidad central disminuye debido a la 

ausencia de 6 y e. Finalmente usando fragmentos Fab' contra 

epitopos accesibles de las subunidades pequenas <r, 6 y el, 

confirmaron que éstas son las responsables dr1 la masa asimétrica 

que interactúa con la subunidad ~ no marcada. 

8) Asil™:~lrla funcionai: 

Por otra parte, los resultados experimentos de 
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Fig. 4.- lrn.a5enes prorn.F:Tdio de ECFi no tel'iidas mostrando un 

arre¡SLo hexa5onaL. CA> Promedio de 63 imágenes con u.n centro 

asimótrico, {B) 33 imáges con centro abierto, y CC) 11 imágenes 

con el centro parcialmente cerrado CGogol, E.P. y col. 1989). 
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desnaturalización por fria CWilliams y col 1984)' 

modificaciones químicas de la Ft con DCCD IPougeois y Col, 

EEDQ <Pougeois y Col, 19781 1 Nbf <Ferguson y Rada, 1975a) 

<Bullough y Allison, 1986bl, reactivos con los cuales la 

y de 

1979) ! 

y FSBI 

enzima 

muestra solo un tercio de reactividad CWang, 1987), son 

consistentes con los modelos propuestos para Ft con subunidades ~ 

no equivalentes. Asi tenemos también el ejemplo de la ECF1 en la 

cual las tres subunidades (i tienen diferente reactividad 

CStan-Lotter y Brag, 1986al: (11 interactúa con la subunidad e, ~z 

reacciona con DCCD y ~a acepta 1 a entrada de Nbf e IAANS que 'es un 

reactivo especifico para grupos -SH • Todo esto sugiere que además 

de la Asimetría Estructurai, la Ft-ATPasa posée una Asimetria 

FuncionaL. En este sentido sabemos además que solo una de las 3 

sitia~ de nucleótidos clasificados como no cataliticos puede 

intercambiar nucleótidos en presencia de EDTA CKironde y Coss 

1~87). Posteriormente Bulygin y Vino,gradov (1988) usando 

particulas submitocandriales, mostraron que el complejo FtFo-ATP 

sintasa posee 2 sitios inhibitorios Hspecificos para ADP que 

corresponden a sitios no catalíticos, y un sitio especifico para 

ATP que es hidrolitico. 

lV.-HARCADORES QUIHICOS D[L COHPLEJO F1-ro. 

En los últimos af'íos el uso de marcadores quimicos para el 

estudio de la estructura y la función del complejo Ft-ATPasa 

mitocondrial, ha tenido un gran desarrollo. 

Los marcadores quimicos se pueden di vid ir· en 2 grupos 

dependiendo riel tipo de unión: Couaientl•s y No Covaientes ·6 
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Reversibies; Entre los /'larca.dores No covcüentes se encuentran los 

anáto¡gos de nucteólidos y algunos Inhibid.ores del compleja ATPasa, 

dentro de éstos últimos están InliibidoN1!; especi/icos de la F1, 

como la Aurovertina <Lunardi y col., 1984> y la Efrapeptina 

(l(ohlbrenner y Cross, 1978, 1979), y NO especi/icos ·como la 

quercetina, la Batofenantrolina y la Azida. También en éstos 

podrian incluirse los Inhibidores Especi/icos para el segmenta Fo 

como la Oligomicina y la Venturicidina <Linnet y Beechey, 1979). 

Con respecto a las Anátoeos de Nucteólidos <Vignais y 

Lunardi, 1985), estos se han utilizada marcados radioactivamente, 

y se sabe que cuando se ponen en contacto con la Fi, interactúan 

principalmente con la ~ubunidad ~ <ver fig.3). Sin embarga, varios 

autores han observado que una porción impo1~tante de la 

radioactividad total incorporada se recupera también en la 

subunidad a. Esto ha llevado a proponer que las sitios de unión 

para nucleótidos pueden estar compartidos entre a y ro bien que a 
¡ 

posée un sitio <No Catatitico) y ~otro CCalatitico) pero que dado 

i 

1 
que hay una interacción ·muy extrecha entre Q y ~, se obtiene un 

marcaje cruzado. Los resultados de experimentos con 2-azido 

[a-
92

PJ ADP en F1 mi tocondrial 1 mostraron que cada subunidad ('? 

contiene 2 sitios de unión para nucle6tidos, uno que pertenece 

solo a la~ Csitio catalitico) y otra que es compartido can la 

subunidad a Csi tia no catali ti:co) CLunardi y col., 1987>. 

Por último es importante mencirnar que utilizando el análogo 

5'- p- fluorasulfanilbenzailadenosina CFSBA> se marcan 3 residuos 

de Tir-n368/F1 a pH 8, que corresponden a los 3 sitias na 

cataliticos y 3 de Hys-~427 a pH 6.5 CBullough y Allison, 1986al. 

En cambio, si se emplea el análogo 5'-pfluorosulfonil-
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benzoilinosina <rSB!) se marca espt!cificamGnte la Tir-(3345/F1 que 

corresponde a un sitio catalitico de la enzima (Bullough y 

All i son, 1986b) . 

Dentro de los Narcadores Covair:>ntes se encuc:ntran los 

reacl ivos dirieidos a ¡grv.po5 especi/i.cos del centro ac t üio y los 

reactivos entrecrv.zadores. 

Entre los reactivos más uti 1 izados y que se unen 

covaLenterrv:mte a la ATF'-sintasa y modifican su actividad, están: 
~~· ; . ' ... 

El DCCD y el EEDQ que reaccionan con un grupo carbaxilo de una 

subunidad ~ de la Fi. Tanto el Nbf como el FSBA, a pH neutro 

modifican una tirosina cada uno, el primero la Tir-(3311 y el 

segundo la Tir-(3368; la butanediana y el fenilglio:{al que 

modifican un residuo de arginina; el Nbf que reaccionado con la 

Tir-~311 a pH alcalino, se transfiere a la Lis-(3162. Por último se 

encuentra el fosfato de piridoxal, que a diferencia de los 

inhibidores anteriores, debe unirse a 10 lisinas para inactivar la 

Fi de mitocondrias (Godinot·y cal., 1979; Koga y Cross, 1982>, de 

bacterias (Peters y col.,1980), y de cloroplastos (Sugiyama y 

Mukohata, 1979). 

Aunque existen también reactivos que modifican los grupos -SH 

de la enzima, su actividad hidrolitica es insensible a éstas. La 

Ft contiene residuos de cisteina en las subunidades ex, r y e que 

puede:•n marcarse con la N-otilmaleimida (NEl1l (Senior, 1973). Sin 

embargo cuando se eliminan los nuclP-ótidos d8 la enzima, su 

actividad hidrolitica se inhibe por NEM (Tan1ura y Wang 1 1983). La 

actividad de recambio ATP-Pi de una preparación de ATP·-sintasa 

aislada de mitocondrias de corazón de res, ~s sensible a reactivos 

de -[;H como la carboxipiridina y C?l p-cloro-mercur-i·-IJenzoato. Los 
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grupos -SH que r~accionan con estos rQactivos se encuentran en una 

proteina de 8 kDa y ·en la subunidad a (Godinot y col., 1981). 

LA DI C I CLOUEXIL CARBODI IHI DA WCCD> 

La diciclohexilcarbodiimida Cfig. 5) es un inhibidor d&l 

complejo ATP-aintasa que puede interactóar tAnto en la Fi como en 

la Fo. A pH alcalino el DCCD (en concenti~aciones nanomolar~es) se 

une especificamente a un residuo glutárnico de una de las (6-10) 

copias del Proteotipido ( 6 Proteina que une DCCD) , inhibiendo la 

sintesis de ATP CBeechey y col., 1966, 1967), la hidrólisis y el 

recambio 92Pí -ATP (f(opecky y col. , 1982). 

El DCCD es un inactivador especifico de lns Fi-ATPasas de 

varias fuentes [bacteria termófíla PSa CYoshida y col., 1981 l; E. 

coli CSatre y col.~ 1979)¡ cloroplasto (Shoshan y Selman, 1980>; 

Rhodospiritum rubrum Cl<ananshvili y Gromet-Elhanan, 1983) l ,que 

reacciona con grupo~ carboxilo formar intermediarios 

activados que pueden actuar como nucleófilos. Estos grupos 

activados son capaces de inducir entrecruzamiento con subunidades 

adyacentes, sin embargo se sabe que el grada de entrecruzamiento 

inducido en la Ft es despreciable CPo~geois y col., 1979; Satre y 

~ol., 1979), La velocidad de inactivaci6n de la Fi por el DCCD 

aumenta al disminuir el pH de 8 a 6; la concentración que se --usa 

normalmente para inhibir la enzima mitocondrial es del ordon 

micromolar. Se r~quiere solo un mol de DCCD por mbl de enzima para 

inhibir la actividad hidrolitica en un 95 l. sin modificar en igual 

grado la activid.:1d 5intética (Sakamoto yTonomura, 1983). La unión 
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t(etoxlcorbonil )-2- etoxi-1-2-dihidroquinolina 
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1 o 
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' 

N N'-Diciclohe)(llcarbodiimida 
' 

CI 

; 
4-cloro-7- Nitrobenzofurazano 

Fig. 5.- ESTRUCTURA QUIHICA DE EEDQ, DCCD Y Nb/. 
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de 2 moleculas de DCCD por enzima produce la inactivación total 

JPougeois y col., 1979). El DCCD se une especificamente al 

glutimico 199 de la subunidad ~ de la F1-ATPasa mitocondrial en 

presencia o en ausencia de ADP <Esch y col., 1981). Debido a que 

en presencia de Mgz+ la enzima se inhibe por DCCD, se ha sugerido 

que el carboxilo que une DCCD está involucrado en la unión del 

Mgz+ a la enzima CPougeois y col., 1979>. 

~·ó ,,,,, ..... 

EL 7-CLOR0-4-NITROBENZOFURAZANO <Nbf> 

El Nbf (fig. 5) es un 1·eactivo que inicialmente se empezó ·a 

USéll" debida a su alta reactividad con grupos -SH. La unión Nbj-pH 

presenta un máxima de absorción caracteristico a 4.ZO nm <Birket' ·y 

col • , 1970; Ferguson y Radcl~ 1974>. . ' 
• Cuando el Nbf a concentraciones del oroen µM y a pH neutro se· 

. 
' ' 

,• ·. 
at'íade a la F1-ATPasa de diferentes fuentes [Ctoroptasto <Deters y 

col, 1975>; E. coti (Lunardi y c~l., 1979); Levadura (Gregory Y. 

cal. , 198'1); R. · rubrum. <Kananshvi 1i y Gramet-El hanan, 1983) J, . 
~· 

inhibe la actividad hidrolitica del complejo. En el caso de la Fi 
' 

mftocondrial la inhibición no se afecta por la presenci~ de f.'Í 

nucleótidos, y se acompat'ía de un incremento en la absorción a 385 

nm <Frarguson y Radda, 1975a), que se debe a la unión del Nbf al 

residuo de Tir 311 de una subunidad ~ CAndrews y col., 1984). La 

unión Nbf-0-Fi es inestable y reversible por di tiotrei tol CDTT>, 

de manera que para la identificación del residuo con el cual .. 

reacciona el Nbf, fué necesario estabilizar el compleja · inhibido, 

utilizando ya sea ditionita CAndrews y col., 1984), 6 Znz+ en 
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presencia de 4-4'-dipiridil CWu y Wang, 1987). En el primer caso 

el residuo modificado por Nb/ se identificó como la Tir 311. En el 

segundo caso, en presencia de Zn 2
+y 4-4'-dipiridil, la tirosina 

modificada con Nb/ crn~respondió a la Tir-~197, que está muy 

cercana al Glu ~199 modificable por DCCD. 

Si el complejo Nb/-O-·F1 se expone a SOS al 1 t., ocurre una 
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i 
transfenmcia rápida del Nb/ del residuo de ti1~osina a los grupos ~ 

1 

-SH expuestos. Esto se hace evidente debido a la desaparición del 

máximo de absorción a 385 y la aparición de un nuevo máximo a 420 

nm, que es caracteristico de la unión Nb/-SH (Ferguson y Radda, 

1975). 

Un mol de Nbf IF1 inhibe drásticamente la actividad 

hidrolitir.a, aunque se ha descrito que la enzima es capaz de unir 

más de una molécula de Nbf <Fer-guson )' col. 1 1975b; Lunardi y 

Vignais, 1979; Ting y Wang, 1980). Los resultados cie experimentos 

de reconstitución de particulas submitoco~driales carentes de Ft , 

can Nb/-O-F1, muestran que aunque la hidrólisis esté inhibida, la 

actividad sintética de la enzima praclicamente no se modiftca 

CSteinmeier y Wang, 1979). 

El Nbf unida a tirosina en la Ft, puede transferirse 

intramolecularmente CFerguson y Radda l975bl a la Lis 162 de la 

misma subunidad ~ <Andrews y col., 1984b). La unión Nb/-N-F1 es 

estable; el complejo presenta un máximo de absorción a 475 nm y es 

.fluorescente. La actividad de la Fi modificada con -Nb/ -en- la 

lisina, no se puede recuperar por la adición de DTT. La 

transferencia del Nbf de Tira Lis pude promovers.e con pH alcalino 

Cferguson y Radda, 1975b) o con iluminación directa (Gui l l DI' y 1 

\ 1979) 1 aunque G-sta última no es muy nKwnendable debido a que G!l 
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Nbf r.;e hidrolizr1 c.an la luz CHeinzelmann y Guilgen, 1976). La 

transferencia d<='l Nb/ se afecta por la pn~sr:mcia de nucle6tidos 1 a 

tal grado que a pH alcalino rm pr-e?sencia de EDTA 1 la transferencia 

de Tir a Lis se efectúa en 60 min, y en presencia de ATP/EDTA se 

requieren de 18 a 20 hrs CFerguson y Radda, 1975b). No se conoce 

con certeza el mecanismo por el cual el Nb/ inhibe la actividad 

hidrolitica de la Ft, ya que existe controversia con respecto a si 

la tirosina 311 modificada por el Nb/ se encuentra o no en el 

sitio catali.tico de la enzima <Ve1~ rev. Vignais y col., 1985). Se 

sabe que la tirosina libre no reacciona a pH neutro con el Nbf 1 lo 

cual sugiere que la tirosina que madi fica el Nb/ se encuent.1~a en 

un microambiente no usual CFerguson y Radda 1 1975al. Además la 

modificación con Nbf no evita el marcaje de otras tirosinas con 

teti~ani trometano. Se sabe también que un marcador especifico del 

sitio no catalitico CFSBAl, modifica ·la Tir 368 <Bullough y 

Allison, 1986al y que·el marcador del sitio catalitico CFSBil se 
1 

une a la Tir 345 <Bullough y Allisan, 1986bl; ambas tirosinas 

diferentes a las que marca el Nb/. Por olro lado, los resultados 

de experimentos con Ft de E.coli en la cual se substituyeron la 

Tir 311 por Phe y la Lis 162 por Glu o Gln 1 sugieren que la 

tirosina no es un aminoácido esencial para la actividad 

hidrolitica en tanto que la lisina si CParsonage y col 1987). En 

experimentos de transferencia de energia en Ft de Cloropla5to 

modificada .con Nbf CNb/-0-CFtl, se ericontr-6 que el Nb/ se localiza 

a 41 R del sitio activo del complejo CCerione y Hammes 1 1982l. Es 

importante mencionar que una molécula extendida de ATP ocupa un 

esp~cio de 16-19 R. Resultados de ex~erimentos m~s recientes en 

los cuales se marca el sífio activo con 2-Azido-ADP, muestran •que 
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el si 1- i.o activo marcado se encue11tt-a en una subunidad (1 diferente 

a la cual se unió el Nb/. Este hecho parece se1· semejante en 1 a 

Ft-ATPasa mitocondrial en la cual el sitio activo se marcó con 

FSBI CCeccarelli y col., 19891. 

La mayoria de los resultados enumerados, sugieren fuertemente 

que el Nb/ no modifica directamente el sitio activo de la 

F1-ATPasa. Por lo que podria ser que la inhibición de la enzima se 

~.,~.~ba solamente a un cambio conformacional, p1·oducido únicamente 

por la unión del Nbf a la enzima, como se ha visto en la Ft de E. 

coli CStan-Lotter y Brag, 1986; Brag y Hou, 19871. 

V.- ENTRECRUZAHIENTO QUIHICO. 

· El Entrecruzamiento Ouim.ico ( "Crossl inking") es una 

herramienta metodológica·im~ortante que se ha usado en el anllisis 

estructural de las membranas biológicas Cveánse rev. Wolf, 1972; 

Peters y Richars, 1977; Ji, 1979; Freedman, 1979). 

Este entrecruzamiento se puede hacer, con reactivos 

bifuncionales a monofuncionales; en el primer caso, se introduc~ 

un puente de 3 a 20 a, y en el segundo, catalizando la formación 

de un nuevo enlace entre los residuos de arninoacido de los 

componl?ntes interactuantes. Los reactivos entrecruzadon~s 

bifuncionales, pueden ser horno- o hetera- funcionales, dependiendo 

de si las grupos reactivos de los extremos, son iguales o 

diferentes. Algunos ejemplos de catalizadores empleados san: La 

batafenantralina-cóprica, el peróxido de 

1-etil-3-[(dimetilaminal-propilJ-carbodidimida 

N-<etoxicarbonill-2-etoxidihidroquinolina CEEDQ 
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metil-4-azictobenzoimidato CMABIJ. 

La técnica de entr-ecruzamiento se usó inicialmente par-a 

explorar la estructura terciaria de las proteinas con una sala 

cadena palipetidica. Posteriormente Davies y Starl< ( 19791' 

mostr-aran que analizando las prateinas entrecruzadas ·mediante 

geles de PAGE-SDS, era posible estudia.1~ también la estructura 

cuaternarit1 de enzimas aligoméricas solubles. 

En los primeros experimentas con F1-ATPasa de mitacondrias de 

corazón de res usando el dimetilsuberimidato (reactivo 

entrecruzador homafuncional de 12 ~ de longitud), los productos de 

entrecruzamiento predominantes ·fueron: cw. y ~ <Klein y col., 

19761. Posteriormente se identificaran 2 productos mas como Qr y 

19801. Usando geles de PA-SDS bidimensionales, 

el dimetil 3-3'-ditiobispropionato que forma un puente de 11 ~ y 

la fenantrolina cúprica que entrecruza grupos -SH en la interfase 

de las subunidades, encontraran además los siguientes dimeras1 f1r, 
1 

re y 6& <Baird y Hammes 1977). Usando la misma estrategia con F1 

de higado de rata, las dimeras que se obtuvieron fueron: o.(J, Qr, 

f1r y 6e. CBrag y Hou, 19821. Este es un enfoque que ha permitido 

evidenciar las subunidades con las que interactúan la PI y la OSCP 

en la Fi-ATPasa mitocondrial. El usa de EDAC, EEOQ (Klein y col., 

1980) y [ 14CJl1ABI-PI (Klein y col., 1981), demostró que la PI 

interactúa con la subunidad (1 del complejo. De la misma manera el 

entrecruzamiento de la F1 de E.coli con EDAC, mostró la formación 

del dimero (1c Clotscher y col., 1984). En éste punto es importante 

r-ecordar que que la subunidad e es (funcionalmente) el equivalente 

a la PI de la Fi-ATPasa mitocondrial. Por otro lada, el 

entrecruzamiento de [14CJNEM-05CP con Ft,demostró que la OS'CP 
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interactúa con las subunidades a y ~ de la enzima • 

N-(ETOXICARBONlL>-2-ETDXI-1,2-DIHIDROQUINOLINA 

(EEDQ) 

El EEDQ (fig. 5) es una carbodiimida hidrosoluble que actúa 

como reactivo entrecruzador "sin grupo espaciador''. El reactivo 

activa grupos carboxilo de los residuos aspirtico y glutlmico, los 

cuales reaccionan con aminas cercanos de otras residuos de 

aminoácidos para dar·un enlace amida. El EEDQ es un inhibidor 

irreversible de la hidrólisis del ATP en F1-ATPasas de diferentes 

fuentes ( Laikind y col., 1985; Pougeois y col 1978; Satre y col., 

1983; Pougeois 1 1983). En el caso de la Ft-ATPasa mitacondrial 1 

igual que en la ~ cote, sabemos que se requiere mol de EEDQ 

por mol de en~ima para tener inactivación total (~ougeois y col. 1 

1978; Satre y col. 1983). Paugeois, basado en evidencia indirecta, 

concluyó que la dicíclohexilcarbodiimida CDCCD) y el EEDQ 

modificaban diferentes carboxilos al inactivar la 

mitocandrial. Posteriormente en 1985 Lakind y col., demostraron 

que la inactivación de la F1-ATPasa mitocondrial con EEDQ ~n 

presencia de [ 9HJAnilina, lleva a la formación de la [H
9 Janilida 

del glutámico 199 de la subunidad ~' el mismo residuo que se 

modifica cuando la enzima se inactiva con ['4CJDCCD. 

Si la F1-ATPasa reconstituida can PI exógena se inhibe con 

EEDQ, uno de las productos de entrecruzamiento es la formación de 

un dimero ~.PI, de donde se concluye que la proteina inhibidora 

ex6gena se encuentra interactuando con una subunidad ~ Cf(lein y 

cal. , 1980) . 
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La 1-etil-3-[3-(dimetilaminolpropill carbodiimida <EDAC>, es ... 

otra c~rbodiimida hidrosoluble que como el EEDQ además de 

.... modificar covalenternente a la enzim,1, también promueve la 

formación de entrecruzamientos inter e intramolecularrnente. En - 1984 L6tscher y col., demostraron que el principal producto de 

entrecruzamiento al inhibir la Ft de E. coLi con EDAC es el dimero -
~.e. En éste punto cabe recordar que la subnidad e es el 

- equivalente funcional de la PI en la Ft de E. coLi <Sternweis y 

Smith 1980; Dreyfus y Satre, 1984 . 

... 
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A N T E C E D E N T E S D I R [ C T O S 

En 1980, Klein y col., usando experimentos de reconstitución 

con Ft soluble y PI purificada, mostraron que la PI exógena 

interacctóa principalmente con la subunidad (3 de la ATPasa. Por el 

mismo tiempo Jackson y Harris (19831 obtuvieron resultados 

similares empleando tanto la ATPasa soluble corno la particulada. 

Posteriormente el grupo de Capaldi CLbtscher y col., 19841 úsando 

la Ft de E. Coli (ECF1), y un reactivo Emtrecruzadar "sin grupo 

espaciador'' (EDACl demostró que en esta enzima la subunidad e (que 

desempe~a la función de PI), está en contacto con la subunidad (3. 

No sabernos si la PI endógena del complejo rnitocondrial 

interactúa también con la suhunidad (3. En 1963 Warshaw y col.,, y 

posteriormente otros autores (Galante y col., 1981; Valdés y 

Dreyfus, 1987), propusieron que la PI exógena y la endógena no se 

comportaban igual en la ATPasa, por lo que se cree que no se uneP 

al mismo sitio. 

Está claramente demostr~ado que la E:CF1 (constituida por 5 

subunidades diferentes) presenta asimetria estructuraL dada por la 

interacción de las subunidades pequerias <r, 6 y el, con uno de los 

3 pares Cl.f3 del complejo <Gogol y col., 1989bl. En la Ft-ATPasü 

mitocondrial, el problema es más com~lejo que en E. coLi, ya que 

la PI es una entidad adicional, En este sistema el arreglo de las 

subunidades ~ tiene que ser de tal forma que al menos una 

interactúe con el complejo y6c, y otra (¿la misma?) con la PI. 

Existen también resultados experimentales q~le sugieren que 

las subunidad~s ~ no son equivalentes, es decir~ que además de 

asimetr-ia estr-uctural la F1-ATPasa también posee una asif'M'lria 
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fv.ncionai <Ferguson y Radda, 1975a; Pougr~ois y col., 19?8, 1979; 

Williams y col., 1984; Bulloug y Allison, 1986b; Stan-Lotter y 

Brag 1986a; Kironde y Cross, 1987; Bullygin y Vinogradov, 1988). 

Con base en los antecedentes anteriores, y usando como 

sistema de estudio el complejo nativo un reactivo 

entrecruzador "sin ·grupo espaciador" <EEDQ) 1 anticuerpos Anti-PI y 

Anti-~ y rea~tivos especificas contra las diferentes subunidadea 

C{
14

CJDCCD, Nbf Y ver fig. 5)' no& propusimos como 

Objetivo contestar las siguientes preguntas: 

1) ¿Con cual subunidad (es) interacctúa la PI en el complejo 

nativo Ftl? 

2) ¿El complejo FtI nativo que tiene a la PI endógena,· 

muestra Asúnetria Funcionai? 
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H A T E R l A L E S Y H E T O D O S 

HATERIAL BIOLOGICO 

Para la preparación de mitocondrias se usaron corazones de 

res frescos obtenidos en un ra~tro local. 

REACTIVOS 

El N-(Etoxi-carbonil)-2-etoxidihidr~quinolina CEEDQ>, la 

Didiclohexilcarbodiimida CDCCD>, el 7--Cloro-4-Nitrobenzo·furazana 

<Nbf) y los amortiguadores usados fuernn de Sigma •. La [ 14CJDCCD y 

la C14CJN-Etilmaleimida CNEM> de Amersham. Los reactivos para los 

análisis electroforéticos en gel de Bio-Rad. 

DETERHlNAClON DE PROTEINA 

Para la determinación de proteina se siguió el método de 

Biuret <Gornall y col., 1949) en el caso de membranas, y los 

métodos de Lowry Clowry y col., 1951> o Brad·fard (1976) si se 

trataba de fracciones solubles. En ambos casos se usó Albúmina de 

suero Bovina coma estandar. 

DETERMINACIDN DE ACTIVIDAD HIDRDLITICA 

La actividad ATPasa se midió espectrofatamétricamente, a pH 

B.O, a temperatµra ambiente y en presencia de un sistema 

36 



r 1 

-
-

regenerador de ATP <Pullman y col., 19601, fosfoenol piruvato y - piruvato cinasa. 

PRCPARACION DE HITOCONDRIAS DE CORAZON DE RES 

Las mitocondrias se prepararon a partir de corazones frescob 

siguiendo el método reporti:ldo por Low y Vallin en 1963. 

PREPARACION DE PARTICULAS SUBHZTOCONDRI ALE5 /19ATP ( psrrd18ATP ) 

Se usó esencialmente el método descrito por Lee y Ernsl<?r en 

1967. Este consiste en la resuspensión de las mitacondrias a 20 mg 

de prot/ml en sacarosa 250 mM, MgATP 6 mM, pH 6.9-7.1. 

Posteriormente la suspensión se sanicó a 70 watts, durante 45 

seg/10 ml en bano de hielo. El sonicado se centrifugó a 17,000 x g 

durante 15 min. a 4 ºc. El sobrenadante, que contiene las PSM, se 

centrifugó a 105,000 x g durante 30 min. a 4 ºc. El precipi tadq 

conteniendo las PSM 1 se resuspendió en el volómen inicial de 

sacarosa 250 mM y las PSM se recen tri fugaron para lavadas. Este 

lavado se repitió una vez más. Las PSM lavadas se resuspendieron 

en sacarosa 250 mM y se determinó pr~teina por el método de Biuret 

CGornall y col., 1949) para ajustarlas a una concentración -finnl 

de 40-50 mg/ml. Las PSM ae utilizaron inmediatamente o se 

almacena1~an a -70 ºc. Las PGM-MgATP se obtienen cor1 un al ta grada 

de acoplamiento y una actividad hidrolitica baja (0.2-0.5 µmol 

. -1 -1 
m1n mg 1, debido al alto eontenido de proteina inhibidor-a 

endógena. 
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PURirlCACI ON DEL CONPLEJO NATIVO " F1I" 

Para la purificación de este complejo se utilizaron 

partículas submitocondriales MgATP que tienen alto contenido de 

proteina inhibidora. Para esto, seguimos la técnica descrita por 

Feinstein y Moudrianakis en 1984 y modificada en el laboratorio 

·como se describe a continuación. Todo el procedimiento es a 4 ºc. 

1.- Las PSM-MgATP se resuspendier~n a una concentración de 10 mg 

protefna/ml en sacarosa 250 mM, MES-TRIS 10 mM, KCl 100 

mM 1 pH 6. B • 

2.- Se centrifugaron a 105,000 x g durante 30 minutos a 4 ºe y se 

descartó el sobrenadante. 

3.- El precipitado se resuspendió en sacarosa 250 mM a 10 mg/ml y 

se sonicó a 70 watts durante 30 minutos a 0-15 ºc. 

4.- Al sonicado se le adicionó MES a una concentración final de 10 

mM a pH 6.8 y se ~entrifugó a 105~000 X g por 30 min • 

5.- El precipitado de la centrifugación se sometió a una segunda 

extracción de Fil.'A ambos sobrenadantes que son un extracto 

crudo de FiI, se les adiciona ADP a una concentración final 

de O. lmM. 

6.- Los sobrenadantes de la lª y 2ª extracción se recentrifugaron 

a 105 1 000 x g durante 90 minutos a 4 ªe Esta 

centrifugación elimina restos de PSM. 

7.- El extracto crudo de Fil se pasG a través de una columna de 

afinidad de 1.5 x 7 cm Sefarosa-Hexilamonio, equilibrada 

previamente con sacarosa 250 mM, MES-TRIS 10 mM, ADP O.lmM, 

pH 6.8. La columna con la enzima uniJa, se lavó con el mis~o 

amortiguador para eliminar la unión inespecifica. 
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- 8.- La enzima se eluyó con el misma amortiguador conteniendo ~Cl 

500 mM. 

9.- El pico de proteina d~tectado por Bradford se precipitó con 

sulfato de amonio sólido a una concentración final de 50 !. y 

se incubó a O ºe durante 20 minutos. La suspensión se 

centrifugó a 17 1000 x g durant~ 10 minutos. 

10.- El precipitado que contiene la enzima se resuspendi6 en el 

amortigu~dor de sacarosa 250 mM, MES 10 mM, ADP 0.1 mM, pH 

6.8 y se centrifugó durante 10 minutos en la centrifuga 

Eppendorf para eliminar restos de proteina desnaturalizada. 

11.- El sobrenadante es el complejo F1I nativo que se almacena en 

alicuotas pequefías a -70 ºe y es esta.ble por la menos 6 me¡:.es. 

El complejo F1I normalmente se obtiene con una actividad · 

hidrolitica de 1-2 µMol min-1 mg _,. 

ACTIVACION DEL COHPLEJO F1I. 

ACTIVACION RAPIDA: El complejo Ftl se diluyó a 0.1-1 mg de 

prat/ml con sacarosa 250 mM, HEPES-KDH 50 mM, ATP 10 mM, EDTA 1.5 

mM, pH B.O y se incubó a 50 ºe durante 70 minutos • 

ACTIVACION LENTA: la enzima se diluyó en sacarosa 250 rnM, 

MOPS-TRIS 50 mM 1 ATP 10 mM, EDTA 1. 5 mM, pH 6. 8 y se incubó a 45 

ºe durante 3.5 hrs. 

Con éste tratamiento la enzima que originalmente tenia una 

. -1 -1 
actividad hidrolitica de 0-2 µmal m1n mg , alcanzó una actividad 

' -1 -1 de 60-100 µmol rnin mg . 
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OBTENCION D[ F1 A PARTIR DE F1l. 

El complejo F1I se colocó en condiciones de activación y al 

final de ésta se eliminó la proteína inhibidora libre. Para ésto 

se utilizaron dos técnjcas diferentes: 

Al Precipitación con sulfato de amonio. 

La mezcla de activación se precipitó con sulfato de amonio 
\ ..... '\ ~·· .... 

sólido a una concentración final de 50 X. La suspensión se incubó 

a O ºe durante 20 minutos y se centrifugó a temperatura ambiente 

en una centrifuga clínica durante 10 minutos. El precipitado que 

contiene la Ft Ge resuspendió en el amortiguador deseada y se 

filtró p~r una columna de Penefsky <1977> de Sephadex G-50 

equi~ibrada en el misma amortiguador para eliminar el sulfato de 

amonio. 

Bl Filtración directa por columnas de Penefsky. 

La mezcla de activación se filtró por una columna de Penefsky 

(1977) montada :on Sepharose 6B, y equilibrada previamente con el 

amortiguador deseada. 

PREPARACION DE PARTICULAS SUBHITOCONDRI ALES KLEI N ( psm-Ktei n > 

La PSM-Klein se prepararon siguiendo esencialmente el método 

descd ta par l<l oin y col. 1 en 1986. Para ésto se uti 1 izaron 

mitocondrias ligeras de corazón de res CL6w y Vallin 1963). 

Las mitocondrias se resuspendieron a 20 mg d8 prot/ml en 

sacarosa 2~0 mM, KCl 125 mM, EDTA 2 mM, TílIS-804 30 mM, pH 8,0, y 

SQ sonicaron en bano de hielo a 70 watts durante 3 min. por cada 
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10 ml di:.' volún1en. El sonicado se centrifugó a 17 1000 x g durante 

15 min. il 4 ºc. El sobrenndante, que contiene las PSM, se incubó a 

37 ºe duranta lhr. Al final de la incubación, la suspensión se 

centrifugó il 105,000 x g dunmte 30 min. a 25 ºc. El sobrenadante 

de ésta c<?ntrifugación, contiene un e:~tracto cr·udo de PI que puede 

purificarse posteriormente siquiendo el método de Horstman y 

Racker (19701. El precipitado contiene las PSM-Klein~ las. cuales 

se resuspendieron en el volómen original de sacarosa 250 mM y se 

centrifugaron a 105,000 x g durante 30 min. a 4 ºc. Este paso se 

repitió una vez para lavar las PSM y el precipitado final se 

resuspendió a 40-50 mg de prot/ml de sacarosa 250 rnM. Las PSM se 

usaron inmediatamente o se almacenarcenaron a -70 ºe con una 

pérdida minima de actividad hidrolitica en aproximadamente 6 · 

meses. Las PSM-Klein se obtienen con una actividad hidrolitica 

-1 -1 
alta de 5-10 µMoles min mg debido a que carecen de proteina 

inhibidor·a. 

PURIFICACION DE LA H+-ATPasa SOLUBLE (f1) DE ffITOCONDRIAS DE 

CORAZON DE RES 

Existen diferentes técnicas paira la purificación del complejo 

F1 soluble, la empleada en éste trabajo es una modificación de 

otras 3 ya reportadas CKlein y col., 1982; Knowles y Penefsky, 

1972¡ Tuena y Gómez-Puyou, 19771. Dado que la temperatura óptima 

para la Ft es de 25 ºe, todo el procedimiento de purificación se 

llevó a cabo a temperatura ambiente, a monos que. se indique lo 

contrario. 
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1.- Se descongeló 1 gr de proteina de PSM-Klein a 30 ºe y 

resuspendió a 30 mg de prot/ml en medio de ATP <sacarosa 250 

mM, ATP 2 mM, EDTA 2 mM, TRIS-SO, 50 mM, pH 8.0). Se ajustó 

el pH de la suspensión a 9.2 con NH4DH 1 N. 

2.- Se incubó a 25 ºe durante toda la noche o a 37 ºe por 3 hrs. 

Al final de la incubación se reajustó el pH de la suspensión 

a 9.2. 

3.- Se sonicó a 70 watts durante 30 min. a 40-45 ºc. 
4.- La suspensión se centrifugó a 105 1 000 x g durante 90 min. y se 

descartó el precipitado que corresponde a PSM depletadas de 

5.- El sobrenadante que es un extracto crudo de F1 1 se pasó por 

una columna de 1.5 x 7 cm de Sefarosa-Hexilamonio 

preequilibrada con medio de ATP. 

6.- La columna se lavó con 75 ml de medio de ATP para eliminar la 

unión inespecifica de proteínas. Posteriormente la enzima se 

eluyó con medio de ATP que contenía KCl 500 mM y se 

colectaron 15 fracciones de 3 ml. 

7.- Se determinó la actividad hidrolitica con 1 µl de cada 

fracción y se juntaron las fracciones que mostraron actividad. 

8.- A las fracciones en las que se encontró actividad se anadió 

sµlfato de amonio sólido al 50 X de concentración final y se 

incubaron en bano de hielo durante 20 min. 

9.- Al final de la incubación se centrifugó a 26 1 000 x_ g durante 

10 min. a 25 ºc. 

10- El precipitado se resuspendió en 0.5 ml de medio de ATP pH B.O 

y se cent1 ifugó en una c:enldfuga Eppendorf durante 15 min 

para de~cartar el pn?Ci pitado for·mado por proteinas 

desnatur·al izad as. El sob1-enadante con ti ene 1 a F 1 que se 
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reprecipit6 con sulfata de amonio sólido al 50 'l. y se 

o· almacenó a 4 C. 

La actividad hidrolitica de la se midió 

espectrofotométri camente con 1 µl de la su!3pensi 6n determinando la 

proteina por el método de Bri.<dfod (1976> en el cual no interfie1re 

el sulfato de amonio. 

Antes de emplear la enzima se eliminó el sulfato de amonio, 

centrifugando en una centrifuga Eppendorf durante 10 min. El 

precipitado (F1) se resuspendió en el amortiguador adecuado para 

el experimento y se filtró por una columna de Penefsky ( 1977) 

equilibrada en el mismo medio. 

PURIFICACION DE PROTEINA INHIBIDORA ( PI ) DE LA H+-ATPa...~a DE 

HITOCONDRIAS DE CORAZON DE RES 

La técnica usada en éste trabajo paro la purificación de la 

PI, fué descrita por Klein y col., en 1982 y tiene la ventaja de 

que del mismo lote de mitocondrias se pueden preparar Ft soluble y 

PI. 

Para la purificación de la PI se partió del sabrenadante de 

105,00_0 x g después de la incubación de las PSM-Klein a 37 ºe <ver 

Preparación de PSM-l<lein>, que es un extracta crudo de PI. 

1.- El extracto crudo de la PI se precipitó con sulfata de amonio 

sólido al 50 X y se incubó a O ºe durante 20 min. can 

agitación constante. La suspensión se centrifugó n 17,000 x g 

durante 10 min. a 4 ºe y se descArtó el precipitado. 

2.- El sobrenadante del paso anterior se precipitó con sulfato ~e 
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amonio sólido al 35 i. y se inr.ubó y recentrifugó siguiendo el 

mismo procedimiento del paso 1. 

3.- El precipitado que contiene la PI, se puede almacenar a -70 

ºe, o continuar con la purificación , se resuspende en 7 ml 

de sacarosa 250 mM/g de mitocandrias originales. 

4.- Se precipitó la suspensión de PI adicionando 0.86 ml de ácida 

tricloroacétic:a CTCA> al 50 7. p1Jr cada 10 ml de suspensión, y 

~·· .. ~ .. ;·. centrifugando rápidamente a 26,000 x g durante 5 min. a 4 ºc. 

5.- Se resuspendió rápidamente el precipitado en 1 ml de agua a 

O ºe por gramo original de niitar.ondrias y se ajustó el pH a 

5.0 c:on KDH 1N centrifugando nuevamente a 26,000 x g; se 

descarta el precipitado. 

6.- Se r~ajustó el pH del sabrenadante a 7.4 c:on KDH y se midió el 

·· volúmen final para llevar- a 250 mM con sacarosa sólida. 

.. 

7.- Medir la conductividad ae la solución y anAdir el sulfato ·de 6' 

amonio sólido necesario para tener una.conductividad igual a 

una solución de sulfato de amonio.0.83 M. Para esto se hace 

una curva de calibración coi·. sulfata de amonio. 

8.- La PI se precipitó con 1.7 ml de etanol 4 ºe a por ml de 

volumen y se centrifugó en tubos de vidrio a 26,000 K g 

durante 5 min para descartar el sobrenadante. 

9.-El precipitado que contiene la PI se resuspendió en 0.8 ml de 

sacarosa 250 mM, TRIS-604 10 mM, pH 7.4 por g de mitoc~ndrias 

y se centrifugó nuevamente para descartar el precipitado. 

10.- Se midió la conductividad del extracte y se ajustó nuevamente 

a 0.83 M de sulfato de amonio coma en el paso 7. 

11.- Se repitió la precipitación con etanol a 4 ºe como ~e indica 

en el paso 8. 
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12.- El precipitada que contiene la PI, s~ r~Ruspendió en 0.7 ml 

del amortiguador empleado en el paso 9 por cada g de 

mi tocondri as original. es y se pilsó a un matraz Ki lil.sato. Este 

se conectó u una bomba de vacio y se dejó c:on agitación 

constante a temperatura ambiente durante 2 hrs, para remover 

el etanol. 

13.- El extracto de PI se sumergió en un ba~o maria a 90 ºe 

durante 3 min. con agitación constante. Se dejó ~nfriar para 

centrifugarse a 26,000 x g por 5 min. El sobrenadante 

contiene la PI purificada. 

Generalmente se determinó proteína con 10 y 20 µl de PI por 

el método de Bradfo1rd C197b) y se almacenó en alícuotas a -70 ºc. 

La actividad de la PI se probó en PSM-Klein que carecen de PI. Las 

psp-~lein se resuspendieron a 1 mg de prot/ml de sacarosa 250 mM, 

MOPS-TRIS 10 mM, MgATP 2 ~M,. pH 6.8. A ésta suspensión de PSM se 

les adicionó de 0.1-1.0 µg de PI/mg de PSM y se incubaron a 30 ºe 

durante 20 min. para medir actividad l1id1"olitica <Pullman y col., 

1960). 

RECONSTITUCZON DE F1 CON PROTEINA INHIBIDORA (PI) EXOGENA 

La Fi-ATPasa soluble se incubó con PI purificada C0.1 µg 

PI/µg Fil en sacarosa 250 mM, MOPS-HCl 10 mM, MgATP 2 mM, pH 6.8, 

a 30 ºe dur·ante 20-30 min (f(lein y col., 1980). El exceso de PI, 

se eliminó utilizando cualquiera de los metodas m~ncionados para 

. eliminar PI libre. 
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COWl1NA DE PENffSKY 

Esta técnica de fi 1 ti~ación-centri-fugación, fué descd ta 

originalmente por Penefsky C1977l y se utiliza principalmente para 

desalinizar mezclas de proteJnas. Las columnas de Penefsky, son 

jeringas desechables de plástico de 1 ml, con un poco de lana de 

vidrio en el fondo para impedir la salida del sephadex • Estas se 

colocan dentro de un tubo de vidrio y se cargan con Sephadex ·G-50 

previamente hidratado. A continuación se equilibran con 3 ml del 

amortiguador adecuado para el experimento. Ya equilibrada, la 

columna se centrifuga a 3000 rpm durante 1 min. en una centrifuga 

clínica a temperatura ambiente. La columna se transfiere a otro 

tubo, y se a~ade la solución de enzima, y se 

axactamente en las misma.s condiciones de 

centrifugación. El eluado contiene la enzima en el 

deseado. Las sales, nucleótidos y proteínas de 

molecular, se retienen en la columna. 

centrifuga 

la primera 

amortiguador 

bajo peso 

INHIBICION DE F1 Y Ftl POR DICICLOHEXTLCARBODIINIDA CDCCD) 

Y FIJACION DE C
14

CJDCCD. 

El· complejo F1 o F1I, se filtró a través de una columna de 

Penefsky preequilibrada con sacarosa 250 mM, MOPS-TRIS 50 mM, ATP 

4 mM, EDTA 2 mM, pH 7.0 y Sl'! incubó a 24 ºe en presencia de 150 ¡.1M 

de DCCD fria 6 [
14

CJDCCD. A los tiempos deseadns la mezcla de 

incubación se filtró por 2 columnas de Penefsky phra eliminar el 

DCCD libre. 
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ENrRECRUZAl1l [/{['O CON N-( ['fOXI -CARBONI U-r-!-E:TOXI Dl HI DROQUI NOLI NA 

( EEflQ) 

El entrecruzamiento se efectuó incuban~o la ~nzima en 

sacarosa 250 mM, MOPS-HCl 10 mM, pH 6.8, MgATP 2 mM y EEOQ 2mM a 

30 ºe durante 20 min. La reacción se detuvo ya sea aríadiendo SDS a 

una concentración final de 1 X, 6 filtrando por una columna de 

Penefsky <1977) ó diluyendo los grupos amino con TRIS 500 mM. 

HARCAJE DE: Fil O F1 CON 7-CLOR0-4-NZTROBE:NZOFURAZANO ( Nbf ). 

Pa1~a marcar la Ft-ATPa.sa con Nbf se usó el procedimiento ya 

descrito CFerguson y Radda, 1975a). La enzima se incubó en 

sacarosa 250 mM, TEA 50 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4 1 en 

presencia de Nbf 100 µM en la obsi:uridad y a 25 ºe durante 90 min. 

En éstas condiciones el Nbf reacciona can ·tirosina ~311 de una 

subunidad ~ del complejo F1 o F1I y la actividad hidrolitica se 

inhibe 95 /., La inhibición se puede revertir can DTT. Al final de 

la incubación la enzima inhibida se filtra por una columna de 

Penefsky (1977) para eliminar el Nbf libre. Si se desea marcar la 

enzima en condiciones que presente fluorescencia, la columna de 

Penefsky se debe equilibrar con el mi~mo amortiguador usado 

arriba, pero a pH 9.0. La incubación se continúa en la luz y a la 

· misma temperatura por 17 hrs. En é'!;te cdso el Nbf qLte estaba en la 

tirosina 311 se transfiere a la lisina 162 de una de las 

subunidades r de la enzima. En. estas condiciones la actividad 

hidrolitica 1 •! complejo F1.N-Nbf no puede reverti1~se por DTT. 

Adernásel. complejo es flua1~eLlcentr: (Ferguson y f\adda, 197~jb). 

47 
-·! • 

1 



r 1 

-
' ELECTROFORESI 5 E:N GEL 

Para el análisis de las proteinas se usaron geles de 

poliacrilamida dodecilsulfato de sodio <PA-SDSI como los 

desr:ritos por Laemmli (19701, con un gel concentrador de 51. y un 

gel separador de 13.5 'l. de acrilamida. Como marcadores de peso 

molecular se emplearon 7 proteinas diferentes de 66, 45, 36, 29, 

24, 20 y 14 1 2 Kda CDalton Mark VII-L, Sigma>. Para separar 

especificamente las subunidades a y ~ del complejo F1 se usaron 

geles ácidos CPA-Acido) con 12 % de acrildmida como los descritas 

por Amory <Amory y col., 19801. Para la identificación de las 

bandas de proteina, los geles se tif'íeron can Caomassie R-250 al 

0.05 l. disuelto en metanol 20 t., ácido acético 7 'l. y se destif'íeron 

en la misma solución sin el Coomassie. En el barrido de los geles 

se utilizó un espectrafotómetro Beckman DU-64. 

HETODO PARA LA EXTRACCION DE PROTEINAS RADIOACTIVAS 

DE GELES DESNATURALIZANTES. 

Para extraer las proteínas radioactivas de los geles, los 

carriles se cortaron en fracciones de 0.2 cm. Cada fracción se 

incubó en viales conteniendo O. 4 ml de HzDz al 30 l. a 60 ºe 

durante 6 hr~. Al final de la incubación se les adicionó a cada 

vial 5 ml de liquido de centelleo <Tritosol), y se contó la 

radioactividad en un contador Beckman LS-lOOC. 
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HETODO FARA LA DETF.CCION DE LA FLUOR.ESCENCI A DE PROTEI NAS 

SEPARADAS EN GE:l-ES 

Los geles que contenian proteinas marcadas 

fluorescencia, se colocaron en la obscuridad sobre 

transiluminador de luz ultravioleta de 

fotografiaran las bandas fluorescentes. 

onda 

INHUNOTRANSFERENCIA DE: PROTEINAS 

larga y 

con 

un 

se 

La Inmunotransfe1~enci a de proteinas ["Western blotting" 

CTowbin y col., 1979)] es un método que se usa ampliamente, y que 

permite la identificación de una proteina especifica en una 

muestra compleja de proteinas. La impartar1cia que ahora tiene la 

Inmunotransferencia se debe al resultado de la combinación de la 

separación de proteinas ' m~di ante gel es de poli acr il ami da, con 

método~ inmunoquimicos altamente especificas y sensibles. Aunque 

existen muchas variantes de la técnica de inmunotransferencia, 

siempre consiste de 3 pasos básicos: 

1l Separación electroforética de la muestra de proteinas en 

un gel. 

2) Transferencia de. las proteínas 

de notrocelulasa. 

c¡;eparadas a papel 

3) Inmunodetección de proteínas especificas en la membrana de 

ni ti~ocel ul osa. 
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.. 
TRANSlTRENCl A DE PROTrZNAS A PAPEL DE Nl1ROCELULOSA ( NC ) 

.. 
Después de separRt" las p1-oteinas en un gel de 

poliacrilamida-SDS, ésta se incubó en amortiguador de 

transferencia (TRJ.S 125 mM, glicina 75 mM, sos o. 11.' metanol 20/.) 
,. 

du1-ante 30 mi n. Al final de la incubación, se obtiene una réplica 
( 

J. 

de las proteinas separadas en el gel transfiriendolvs 

electraforéticamente a un papel de notrocelulosa C NC l. Para ésto 

se sumergieron en el amortiguador de corrida : 4 hojas de papel 

filtro Wattman Na. 3, 8 franelas dobles y 2 hojas de pa~el de NC. 

El papel filtro y el papel de NC deben ser 0.5 cm más grandes que 

el gel. Sobre la placa metálica del cátodo se colocanm 

sucesivamente: 4 franelas, 2 hojas de papel filtro, el gel de 

poliacrilamida, 2 hojas de NC, 2 hojas de papel filtro, 4 franelas 

y finalmente la placa metálica del electrodo negativo (ánodo) 

<Towbin y col. 1 1979) .• Se debe evitar la presencia de burbujas 

entre el gel y la hoja de NC. El proceso de transferencia se 

efectuó aplicando una corriente de 127 Volts durante 60 min. Para 

verificar que realmente se transfirieron las proteinas al papel de 

nitrocelulosa, se pueden hacer 3 pruebas: a) Tenir el gel con azul 

de coomassie, b) Te~ir con tinta china una tira del papel de 

nitrocelulosa, 6 c) Revelar una proteína especifica con 

anticuerpos contra ella. Si después de la transferencia la hoja de 

NC no se usa para inmunodetección, ésta se puede almacenar a -20 

ºe para pruebas posteriores. 
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... OBTENCION DE: ANTICUERPOS ANTI-PI Y ANTI-~ . 

... Para la obtención de anticuerpos anti-PI y anti-~, se usaron 

las proteínas purificadas o bien extraidas de geles de SDS. Para 

separar la PI se usaron geles de PA-GDS CLaemmli, 1970) y para la 

subunidad ~geles Acidos CAmory y col., 1980), Se cortaron las 

bandas correspondientes a éstas subunidades después de tenir los 

geles con coomassie R-250, y ~n ambos casos sehomogeneizaron en 1 

ml de adyuvante completo de Freund para inyectarse . a conejos 

intradérmiC<"lmente. Los conejos se inyectaron 3 veces (25, 5 y 5 pg 

de proteina) con inte1-valos de 8 dias y a los 8 dias de la tercera 

iny~cción se sangraran por punción cardiaca para obtener el suero 

o el cual se almacenó en alícuotas a -70 C. La segunda y la tercera 

inyección se hicieron con la prcteina resuspendida en PBS sin 

adyuvante. 

REV[LADO DE PI O DE ~ DE F1-ATPaea CON SUEROS ANTI-PI O ANTI-~. 

Se incubó el papel de nitrocelulosa, que contiene las 

proteinas transferidas del gel, en amortiguador salino de 

fo~fatos: NaCl 150 mM, Na-Pi 10 mM, pH 7.4 CPBS>-Tween 0.1 'l., 

durante 30 min. a temperatura ambiente, esto hace innecesario el 

bloqueo de sitios inespecificos. Poster-ionnente se adicionó suero 

inmune Anti-PI o Anti-(3 entre 0.1 y 1 'l., dejando a -temperi:\tl11-a 

ambiente por dos horas. Se lavó 6 veces con PBS-Tween 0.1 X 

durante 10 min. y se reveló durante 2 hrs. con ~na solución de 

protcina A-ora. Se continuó con 2 lavados en PBS durante 5 min., 

uno en PDS-Twf?er1 O. 1 'l. ror 1 O mi n. y· final mente dos con F'BS 

durante otros 5 min. cada uno. 
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R [ S U L T A D G S 

... 
I.- CAP.ACTrRISTICAS CINE:TlCAS DE:L COHPU.'JO Fil . ... 

+ La H -ATPasa soluble o membranal, se puede ablener con ... 
diferentes grados de actividad hidrolitica dependiendo del método 

... usado para su preparación. En 1975 Feinstein y Moudrianakis, 

descl"ibier-Ctn un método par-a pudficar 1oil complejo Ftl soluble de 

.... mitocondrias de corazón de res. Esta enzima~ se obtiene con una 

. -1 -1 
actividad hidrolitica de unicamente 1-2 ~nol m1n mg debido a 

la presencia de la proteina inhibidora !Pullman y Monroy 1963). La 

actividad de éste complejo puede alcanzar el valor máidmo teórico 

(activación> si se incuba en presencia de ATP a temperatu1~as de 

30-50 ºe CFeinstein y Moudl"i .:maki s 1984) • La activación. del 

complejo FtI soluble al igual que la de las psm-MgATP <Beltrán y 

col 1984), es independiente del amortiguador que se use (fig. 6A) 1 

' y dependiente de la temperatura y del pH. Trabajos previos de 

nuestro labor~torio CBeltr'n y col. 1984) mostraron que rel proceso 

de activación del complejo Fil particulado involucra la salida de 

la proteina inhibidora CPI> de su sitio de unión. En la fig. 

7A se muestra que el aumento en la actividad. hidrolitic:a, no 

correlaciona directamente con la liberación de la proteina 

inhibidor-a al 5obrenadante. Como se puede observar la enzima logra 

alcanzar hasta aproximadamente un 20 X de su actividad hidrolitica 

má><ima sin pérdida ostensible del cL1nteni do de proteina 

inhibidora. Cuando la enzima rebasa el 20 !. de actividad la PI se 

empieza a liberar al sobrenadante hasta llegar a 100 X de 

actividad hidrolilica y O X de PI (fig. 78). Estos re~ultados, 

52 



r 

o,,-... 
(/),..... o: 1 

1 20 so ºe 

100 ,m&m : ~- im pH s.o 
/ o 

60 

KDa F 1 PI 
'---

66 - :X l- tJ) 

<! E 
so ~~ 9-e 

@...-- 45 ~ =s .,,.. 
,..... 

-o 1 

o e 
-o E ·-> o 
+- E t> ~ <! ....._,, 

b o-®,...-- MES pH 6.8 
60 : ,@ 

!O 
i / 

40 i@ 

20 
. . 

~ BICINA 
6 HEPES 
O TEA 

o +----1-----+----i----1---

o 1 2 3 4 

tiempo (hrs) 

36 
29 - -
24 IMI 

20 - -14 w ,, .. ·~ 

·-· 2 3 

Fig. 6.- Activación det comptejo nativo Fil en presencia de 

di.fer-entes Amor-l ieuadores. La Fil !O. 24 mg/ml) se incubó a 50 ºe 
en sacarosi1 250 rnM, Amortiguador- 50 mM, ATP 10 mM, EDTA 1.5 mM, pH 

8.0 <h,O,l!ll ó pH 6.8 (O). A los tie111pos indicados s~ tomaron 

ali cuotas par-a medir· actividad hidrolitica 

espE•t:lrofotométricamente. Los Amor-tiguadon!s fueron: Mes (O), 

Bicina <a>, Hepes (~) 1 y TEA Col. El gel de P~-SDS al 13.5 X 

muestra: 1l mar-cadon~s ele P.M. (Dalton Mark VII - Sigmal; 2) 25 µg 

de Fil y 3) 5 µg de PI. 
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Fig. 7.- libera.ción de la PI dei comptejo Ftl sohibl& duranle 
la Activactórt. A> La Fd CB.6 mg/ml) se incubó a. 40 ºe ~n sacarusa 
250 mM, Hepes--f<OH 50 mM, ATP 10 mM, EDTíl 1. 5 mM, pH 7. O. A 1 os 
tierr~os indicados se tomaron alicuotas de 100 µl para eliminar la 
PI libre pcir filtración en una columna dE:! F'enefsky efe Snpharo!:iil 
68. A los eluadas de la columna se les determinó actividad 
hidrolitica e~µectrofotométricamente y se les separó en un gel de 
PA-SDS. Después de tenir y secar el gel, se hicieron barridos 
densitomótricus de los diferentes carriles, y se calculó por área, 
el contenido de PI. El pr-ímer- carril dr;;l gel CA) con-esponde a.I to 
de la enzirn,-:\ sin filtrar. B> Curva de activación dal complejo f:i! 
a 50 ºe y pll !J.O. La c:liminación de la PI libre se hizo igunl . que 
en CA). 
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podrian suge1~ir· la exis\ enciiJ de un sitio no inhibitorio pa1~a la 

PI, y que probablemente éste sitio se encuP-ntra en la superficie 

de la enzima (Tuena de Gómez-Poyou y col~, 19831. La existencia de 

un sitio no inhibitorio para la PI se ha propuesto tanto en 

particulas submitocondríales de MgATP <Van de Stadt y col. 1973¡ 

Dreyfus y cal 1981; Rouslin, 19871 como en la enzima soluble de E. 

coii Clótscher y col. 1984b). 

I I. -FORJ1ACION DCL DI HE.:RO "(1. PI" POR ENTRECRUZAH! ENTO CON EEDQ 

Al REACTIVIDAD DEL EEDQ CON LA Ft Y CON LA FtI. 

El N-(etoxicarbonill-2-etoxi 1,2-diidroquinolina <EEDQJ es 

una carbodiimida soluble en agua que inhibe la 

hidrolitica de la F1-ATPasa <Pougeais y col. 1978; 

actividad 

Pougeoi ~,, 

1983). El EEDQ es un reactivo activador du grupos carboxílo que 

actúa como reactivo entrecruzador de ~sin grupo espaciador" 

catalizando la formación de enlaces amida entre grupos carboxilo y 

amino cercanos, formando asi uniones covalentes in ter o 

intramaleculares CBelleau y Malek, 1968). 

Ambos complejos F1I y Ft Cfig. B>, se inhiben en su actividad 

hidrolit~ca por el EEDQ, siendo el c<;Jmplejo Fil ligeramente más 

resistente. El 50 l. de inhibición de la Fi se obtiene con 0.25 mM 

de EEDQ en 5 min de incubacion, mientras c¡ue para obtener el mismo 

grado de inhibición en las mismas condiciones, la Fil requiere de 

una concentración de EEDQ de 0.5 mM. Siguiendo el curso temporal 

de la inhibición del complejo Fil por EEDC.1 (fig~ 9>, se observó 

que la actividad hidrolitica se inhibe 100 X en 45 min con 1 mM de 

EEDQ y en 20 min con 2 mM. Durante el mismo tiempo de incubación, 
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Fig. 8.- Inhibición de la actividad hidroiiti.ca de ft :y f1I 

.n por di.fer-enles concenlraciones de EEDQ. Los complejos Ft y Fil 

Cl.6 mg/mll se incubaron en Sac 250 mM, MOPS-HCl 10 mM, pH 6.8, en 

presencia de diferentes concentraciones de EEDQ (disuelto en 
•<>i 

.... 

etanol) a 30 ºe durante 5 min •. Al final de la incubación, se 

tomaron alic~otas para medir actividad hidrolitica de la Ft y la 

F1I. El resto se filtró por un~ columna de Penefsky de aephadex 

G-50 equilibrada con Sac 250 mM, Mes-Tris 10 mM, ADP 0.1 mM, pH 

6.8 para eliminar el EEOQ libre. El eluado en cada punto pasó a 

condiciones de activación en amortiguador de HEPES <ver fig. 

6métodosl, a 50 ºe y pH B.O durante 60 min. para e:<pn2sar la 

actividad al miximo. La actividad de la Ft y la del . complejo 

F1I-activado fué de 60 y 75 µMol min-1 mg-1 respectivamente. 
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Fig. 9. - Curso temporal d6' ta inh.ibición dia Ftl por EEDQ. El 

complejo F1I, se incubó a 2 mg/ml en Sac 250 mM, MDPS-HCl 10 mM, 

pH 6.8 en presencia de 1 y 2 mM de EEDQ (disuelto en 100 'l. de 

etanol) y a 30 ºe por diferentes tiempos. Al final de la 

incubación el EEDQ libre se eliminó por filtración en columna de 

Penefsky y el eluado se pasó a condiciones de activación como en 

la f ig. 8. La concentración final ~e etanol en la mezcla de 

incubación, siempre es menor de 2 Z, que no altera la actividad: 
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el control sin EEDQ permaneció sin cambio. 

Con el objeto de prevenir la activación del compl~jo FtI 

durante el tiempo que requeria la inhibición con el EEDQ a 30 ºe, 

se·adicionó MgATP 2 mM al medio de incubación. Sabemos que su 

hidrólisis, favorece la fijación de la proteina inhibidora al 

sitio inhibitorio (Gómez-Fernandez y Harris, 1978). En la fig. 10 

se ilustra la inhibición de la actividad en estas condiciones, 

abservandose que la velocidad de inhibición del complejo FtI por 

el ~EDQ, no se modificó por la presencia del MgATP. 

El patrón electroforético del complejo FtI expuesto a 2 mM 

EEDQ durante 20 min, se muestra en la fig. 11. El complejo 

entrecruzado, comparado con el control sin entrecruzar, presenta 

disminución de las subunidades ~, ~' r, 6 y e~ desaparición de la 

PI y aparición de complejos entrecruzados de pesas moleculares 

mayores que ce. y (3. Entre 1 os complejos entrecruzados que apa1-ecen, 

cabe hacer notar la pre~encia de la banda "X" con peso molecular 

aproximado de 66 KDa. Esta banda es caracteristica del complejo 

FtI y no apanice cuando ·1a·F1 se expone al reactivo entrecruzador 

(nó mostrada). 

Sabemos que el peso molecular de las subunidades de la Ft es 

de 54, 50, 33, 17.5, y 5.7 kDa para ~, ~' y, ó y &, 

respectivamente (Penefsky, 1979>, y que la PI muestra un peso 

molecular de 14 a 15 kDa en geles de PA-SDS <Pullman y Manroy, 

1963; fig. 111. Calculando por suma de pesas moleculares qué 

subuni.dades están formando el compleja "X" al exponer la Fil al 

reactivo entrecruzador EEDQ, e~contramos que los dimeros aPI <69 

l<Da>, (?PJ (65 kDa>, (1ó (67.5 kDal y rr C66 kDa>, serian los 

posibles candidato5 para "formar la ba11da de 66 kDa, que es el 'peso 
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Fig. 10.- Efecto de ta presencia de H~-ATP e mff en ta inhibición 

det cornptejo Fil por EEDQ. El compleja Fd se incubó a -2 mg/ml .en 

pr-esencia de de EEDQ 1 mM y Mg-ATP 2 mM en las mismas condiciones 

de la fig. 8. Los tr-iángulo~ llenas ( l repr-esentan al complejo 

F1I incubado con EEDQ en ausencia de Mg-ATP. 
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Fig. 11.-Patrón eiectroforéttco· de 

ó 

PI 

e 

Fil 

F1I-enlrecrv.zado con EE:DQ. Gel de PA-SDS al 13. 5 'Y.. La Fil se 

incubó como sé indica en la f ig. 9 a 30 °C/20 min. con 2 mM de 

Mg-ATP en ausencia y presencia de EEDQ 2 mM. Carril 1) marcadores 

de P.M. (Dallan Mark-VII Sigma - ver métodos>; 2) 5 µg de PI, 3) 

40 µg de F1I y 4) 40 µg de Ftl-entre~ruzado. 
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molecula.r- de "X". De estos, podemos eliminar F?l dimero rr, debido 

a que el reactivo entrecruzador que estamos usando no tiene ''brazo 

espaciador". Sin embargo, quedaban por dilucidar los componentes 

de la banda de 66 kDa de las tres opciones restantes. 

Con el fin de confirmar los componentes de la banda de 66 

kDa, se hizo el experimento de la figura 12, que muestra el curso 

temporal de la inhibición de la hidrólisis del compl~jo Ftl por 1 

\.'..A,\ 

mM de EEDQ. En cada punto de la curva de actividad, se tomó 
"""' ... ~ 

una 

alicuota de la mezcla de incubación se filtró en columnas de 

Penefsky para parar la reacción y eliminar el EEDQ libre. Cada una 

de las alicuotas se separaron en un gel de PA-SDS el cual después 

de tenido y seco se le hizo un barrido densitométrico del que se 

calculó el area de la PI y de la banda "X". Coma se puede observar 

en la fig. 12 1 existe una correlación temporal entre la inhibición 

de la actividad hidroliti~a, la disminución de la PI y la 

aparición de la lrnnda "X". Esto sugiere que la proteina inhibidora 

podria ser uno de los componentes de la banda de 66 kDa. En este 

experimento vemos que la velocidad de aparición del complejo 

entrecruzado "X" es mucho más lenta que la velocidad de 

inactivación. Este comportamiento es similar al obtenido cuando la 

ECF1 se expone a entrecruzamiento par EEDQ <Satre y col., 1983), 

donde se ha sugerido que la inactivación de la ECF1 nó se debe al 

entrecruzamiento de la enzima, sino a la modificación de una de 

las tres subunidades ~ por EEDQ. 
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Fig. 12. - Curso tem.porai de ia· desaparición de la PI y 

aparición de la banda "X" durante ei entrect"1.J.Zam.ümto con EEDQ. El 

complejo Ftl se incubó a 2 mg/ml con EEDQ 1 mM en presencia de 
.. . 

Mg-ATP 2 mM. A los tiempos indicados se filtraron por columnaG de 

Penefsky alicuotas de 100 µl. Del eluido una parte se activó para 

expresar la actividad al máximo Cver fig. BJ y 4Q µg de muestra de 

tres geles distintos, se separaron en un gel de · PA-SDS. El gel 

tenido y seco se barrió densitométricamente a 560 nm para calcular 

el área de la banda "X" y d1~ la banda d~ PI en cada punto. El 100 

X de activid~d en la gráfica corresponde a 75 µMol min-1 mg-1
• 
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8) IDENTIFICACION DEL Dl HERO ¡1. PI FORNADO POR 

ENTRECRUZAHI nrro DEL CONPLEJO Fil CON EEDQ. 

1. - POR ANTI CUERPOS ANTI-PI Y ANTI -(1. 

Para la identificación de las subunidades que forman el 

complejo entrecruzado "X", se utilizaron anticuerpos contra la 

protelna inhibidora purificada, obtenidos coma se describió en 

métodos. Los complejos· Fil y F1I entrecruzada, se separaran en un 

gel PA-SDS y se transfirieran a un papel de nitrocelulosa CNC> 

mediante la técnica de Towbin y col. (1979). El papel de NC se 

incubó en presencia de anticuerpos anti-PI. La detección del 

complejo PI-anticuerpo e8 el papel de NC, se realizó haciendo 

reaccionar proteina A marcada con oro can la porción Fe de las 

anticuerpos unidos a la PI. Esta unión se manifiesta como una 

banda de color rasa. La fig. 13 muestra el análisis densitométrico 

de los complejos Ftl 'CA), y Fil entrecruzado CB> y un esquema <A y 

B> de la reactividad de ambas complejos a los anticuerpos anti-PI. 

El esquema ilustra que 1a PI es una de las subunidades que forman 

parte del complejo "X", que se obtiene por entrecruzamiento de 

Fil. Este resultada descarta la pasibilidad de que otras de las 

subunídades pequeNas estuvieran participando en la formación de la 

banda "X", y quedaba por aclarar si la otra subunidad que forma el 

complejo con la PI era la subunidad ~ ó la ~· Para esto, se 

repitió el ·experimento anterior usando anticuerpos contra la 

subunidad ~· La f ig. 138 muestra que la banda de 66 kDa formada 

por entrecruzamiento del complejo Ftl con EEDQ, es un dimero que 

corresponde a la unión de~ con la PI (~.PI>. Estos resultados 
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Fig. 13.- Inm.unodeteccion dfl ta.s subunida.des (9 y PI en ia 

banda de 66 K.Da obtenidos por entrecruzamiento de La Ftl. Los 

complejos FtI y Ftl-entrecruzado (obtenido como en la fig. 11) se 

separaron en un gel de PA-SDS al 13.5 'l.. Posteriormente se 

transfirieron a un papel de NC <como se describe en métodos) el 

cual se hizo reacionar con anticuerpos Anti-PI 6 Anti-(9. Después 

de eliminar el Anticuerpo no unido espec1ficamente, al papel de NC 

se incubó en presencia de proteína A marcada con oro que forma 

bandas de precipitación de color ro$a en los sitios en que se 

encuentra la subunidad ~ 6 la PI. <A> 35 µg de FtI; (8) 50 µg ae 

F1I-entrecruzado. 
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indican que tanto la PI exógena <Klein y col., 1980>, como la 

endógena, están en contacto con una de las subunidadas ~· Esto nó 

descarta la posibilidad de que los resultados de experimentos con 

Ft reconstituida con PI ex6gena, puedan ser diferentes a los 

obtenidos con el complejo FtI nativo. 

2. - POR AUSENCIA DE HARCAJE CON l 14
CJ -NEH. 

\: '-~. \ ~ •. : ..... i, 

Para descartar la posibilidad de que la subunidad Q estuviera 

formando parte de la banda "X" (fig. 14), el complejo Ftl 

entrecruzado se incubó con [ 14CJ-NEM en presencia de SDS al 1 i. 

<Klein y col., 1980), con el objeto de marcar los residuos -SH de 

las subunidades que los contienen: Q, r y & <Senior, 1973>. El 
.. w 

complejo FtI entr~cruzado y marcado con [ CJ-NEM, se s~paró en un 

gel de PA-SDS y se fragmentó para extraer la marca de C14CJ-NEM. 

La fig. 14 confirma que la banda "X" nó contiene la subunidad Q, 

III.- REACTIVIDAD DEL COHPLEJO F1I NATIVO AL DCCD. 

Por trabajos anteriores, sabemos que la actividad hidrolitica 

de la Ft soluble, se inhibe al unir un mol de DCCD CPougeois y 

col., 1979> al glutámico 199 CGlu-~199) de una de las tres 

subunidades ~del complejo <Esch y col. 1981>. Dado que eri la FtI 

una de las subunidades ~se encuentra interactuando con la PI, 

decidimos explorar si el dimero ~.PI reaccionaba con el DCCD. El 

complejo F1I se incubó en presencia de DCCD (fig. 15), y después 

de eliminar el DCCD libre por filtración en columna de Penefsky, 

se determinó la actividad hidrolitica basal y activada del 
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Fig. 14. - Gei de PA-SDS del compLejo Fil 

8 

entrecruzado )1 

marcado con l
14

CJNEl1. El complejo Fil se entrecruzó can 2 mM de 

EEDQ como en la fig. 11. El complejo [ 14CJNEM.FtI-entrecruzado se 
. ... - - - ~ .. 

separó en un gel de PA-SDS al 13.5 f. y se cortó en fracciones 

pequenas para extraer la radioactividad <ver métodos). Después de 

filtrarse el compleja FlI enti~ecruzado se incubó ·con [ 14CJNEM 3 mM 

siguiendo las condiciones de Klein y col. 1980. Las barras 

muestran el perfil de radioactividad y la linea continua es el 

trazo densitométrico de un duplicado. 
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Fig. 15.- Efecto det DCCD en ta actividad ATPasa de F1I y 

union de C14CJDCCD a F1I. En CA> la FtI se incubó en MOPS-TRIS 50 

mM, pH 7.0, ATP 4 mM, EDTA 2 mM con CA,O> y sin Ca,~> DCCD 200 µM 

a 24 ºc. En (O) y CA>, se determinó actividad ATPasa a los tiempos 

indicadas. En las trazos indicados como C CI) y (O) se tomaron 

alicuatas de la mezcla para filtrarlas a través de columnas de 

Penefsky previamente equilibradas can un medio de actiyación __ .tsac 

250 mM, TEA 50 mM, ATP 10 mM, EDTA 1.5 mM, pH 8.0l; Se incubaron a 

50 ºe durante 70 min. y se determinó actividad ATPasa. <B> Fil 

C1. 7 mg/ml) se incubó como en CA> con [ 14CJDCCD · 240 µM. A las 

tiempos indicados se tomaran alicuotas y se filtraron dos veces en 

columnas de Penefsky. Se determinó proteina y radioactividad en el 

filtrado. 
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complejo DCCD.F1I. La fig. 15A muestra que el DCCD disminuye la 

actividad hidrolitica del complejo F1I, asi como el grado de 

actividad que se alcanza al exponer · el complejo DCCD.Fil a 

condiciones de activación. Al repetir el experimenta can 

14 [ CJ-DCCD encontramos que cuando la actividad hidralitica de la 

enzima se inhibe en un 95 Y., la cantidad de DCCD unida es de un 

14 mal de [ CJ-DCCD par Ftl (fig. 15 A y B>. Esta indica que la 

presencia de la PI en el complejo Ft nó altera su reactividad al 

DCCD durante el misma tiempo de incubación. En ausenci~ del DCCD 

la actividad del compleja Ftl aumenta unicamente un 20 Y. (fig. 

15A) comparada can el valor máxima que se obtiene al eliminar 

totalmente la PI, por activación. Esto asegura que durante el 

tiempo de activación del compleja FtI con el DCCD, par la menas el 

80 Y. de las enzimas poseen a la PI en su sitia inhibitorio Cfig. 

15A>. 

Al analizar el complejo [14CJ-DCCD.F1J en un gel PA-SDS (fig 

16A>, el patrón electrcifarético es similar al del complejo FtI nó 

modificado can DCCD (fig. 13A). La extracción de la radioactividad 

de las fracciones del gel Cfig. 16A>, mostró que la mayor parte de 

esta se encuentra a nivel de la subunidad ~ y una peque~a porción 

a nivel de la subunidad y. El análisis del complejo [ 14CJ-DCCD.F1I 
' . 

en un gel de PA-ácida (fig. 16B> que separa las subunidades ~ y ~' 

nos confirmó que la radioactividad debida al se 
... - -- .... ~ -· ... - -- .. 

encuentra en la subunidad ~· Estos resultados demuestran que en la 

Fal, asi como en la Fa <Paugeois y col., 1979) 1 la modificación 

con DCCD es a nivel de la subunidad ~· Cuando el complejo 

[
14CJ-DCCD.F1I se entrecruza con EEDQ y se analiza en un gel de 

PA-SDS (fig. 16C>, se puede observar que cerca de un 50 'l. de la 
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Fig. 16.- Anatisis etectrofóretico de ia Ftl marcada con 

C14CJDCCD y entrecruzada. La Fil se incubó con C
14

CJDCCD durante 2 

hrs hasta alcanzar un valor de 2.1 mol de DCCD por F1I. Después de 

eliminar el DCCD libre por filtración, la enzima se analizó por 

(A) gel PA-SDS y <B> gel PA-Acido. <Cl Muestra el análisis· de la 

Ftl entrecruzada, y el perfil de radioactividad del gel 

fragmentado (barras>. El inserto en (Cl muestra el Peso Molecular 

del complejo ~-PI; como estandars se usó una 

proteínas diferentes de 66, 45, 36, 29, 24, 20 y 

Mark VII-Ll. Los esquemas superiores en <Al y 

mezcla de siete 

14 KDa (Dalton 

(C) ilustran la 

reactividad a Antisuero Anti-~ (barra superior) y Anti-PI (barra 

inferior). 
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radioactividad total se localiza en el origen del gel. También hay 

una cantidad muy importante a nivel de la subunidad ~' que nó 

presentó entrecruzamiento, pero nó existe radioactividad en la 

zona del dimero ~.PI. Esto indica que en el complejo Ftl soluble, 

la subunidad ~ que interactúa con la PI endógena no acepta la 

entrada del [ 14CJ-DCCD Cfig. 16Cl. 

Aparentemente nuestros resultados difieren de lo encontrado 

por f(lein y col. C1980l con respecto al marcaje con [14CJ-DCCD de 

la subunidad ~ que participa en el dimero n.PI formado por 

entrecruzamiento. Sin embargo, un análiGis detallado de sus datos 

nos muestra que sol.o una fracción muy pequef'ia de la radioactividad 

total de las subunidades n, aparece al nivel del dimero ~.PI. A 

pesar de que este grupo trabaja con Ft reconstituida con PI 

exógena, y no elimina el exceso de esta, el [14CJ-DCCD parece 

tener, en nuestras condiciones experimentale.s y las de 1'1ein y 

col. C1980l, mayor preferencia por las subunidades ~que no están 

en contacto con la PI. 

Por otro lado, nuestros resultados (fig. 16Cl están de 

acuerdo con los obtenidos por el grupo de Capaldi CTomassino y 

Capaldi, 1985; Lotscher y Capaldi, 1984) en la Ft soluble de E. 

coti CECF1>, donde demuestran que la subunidad ~ que interactúa 

con la e, que desempef'ia las funciones de PI CSternweis y Smith, 

1980; Dreyfus y Satre, 1984) no se marca con t 14CJ-DCCD. 

Estos datos sugieren fuertemente que 1 as H+ -ATP .. -~i ~t;~~~ 
funcionan con subunidades n no equivalentes. 

Sabemos que tanto el DCCD CEsch y col. 1981> f como el EEDQ 

(Laikind y col. 1985l, interactúan con el grupo carboxilo del 

Glu-n199. Además, el EEDQ cataliza la formación de un enlace amida 
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entre el carboxilo que activa y un amino vecino. El hecho de que 

el producto que se obtiene al entrecruzar los complejos F1I 

nativo, F1.PI reconstituido CKlein y col., 1980), ó ECF1 

<Tomassino y Capaldi, 1985; Lotscher y Capaldi, 1984) sea ~.PI ó 

~.&, sugiere fuertemente que la PI se encuentra en conta~to con 

el Glu-~199. Esto implicaria que el residuo 199 seria poco 

accesible al DCCD en la subunidad ~que interactúa con la PI, 

siendo esto independiente del orden en el que se afiadan ya sea el 

DCCD o la PI al complejo Ft. Para explorar esta predicción, la F1 

carente de PI se incubó en pr-esencia de [t
4 Cl-DCCD, hasta fijar 

i4 dos moles de [ Cl-DCCD por mol de Ft. Al final se eliminó el DCCD 

libre por filtración en columna de Penefsky, y al complejo 

i4 ' . 
[ Cl-DCCD. Ft se le al'íadió Mg-ATP y 0.1 µg de PI /µg Ft y se incubó 

o a 30 C. Después de eliminar la PI libre por filtración, el 

comp~ejo [ 14Cl-DCCD.F1.PI se entrecruzó con EEDQ. 

La fig. 17A mue7tra nuevamente que la mayor parte de la 

radioactividad del complejo Ft modificado con [ 14Cl-DCCD y 

reconstituido PI . exógena 14 
encu~ntra con ( [ CJDCCD. Ft. PI), se 

localizada a nivel de la subunidad ~' y una porción muy pequefia a 

nivel de y. La fig. 178 muestra el complejo [
14CJDCCD. Ft. PI 

entrecruzado, y podemos observar que tampoco en este caso 

observamos radioactividad en la subuniúad ~ que forma parte del 

dí.mero ~.PI. Con estos datos podemos cbncluir que el DCCD y la PI 

se excluyen mutuamente de la misma subunidad ~· 

IV. -REACTIVIDAD DEL COHPLEJO f1I NATIVO AL Nbf. 

1.- CARACTERISTICAS DE LA FIJACION DEL Nbf AL COHPLEJO NATIVO 

Fil EN COHPARACION CON EL COHPLEJO Fi. 
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Fig. 17.- Ana.tisis eiectroforéU.co de la F1 marcada con. 

lt
4
CJDCCD y reconstituida con PI ex6sena. La Ft (10.5 mg/mll se 

incubó en las condiciones de la fig 15 en presencia de [C14 JDCCD 

hasta alcanzar un valor de 2.02 Moles ºde [C14 JDCCD por F1. Al 

final de la incubación el DCCD libre se eliminó filtrando dos 

veces por una columna de Penefsky equilibrada en sac 250 mM, 

MOPS-HCl 10 mM, pH 6.7. DespuéS de determinar proteina y 

radioactividad, a 1 ml de eluido <1,05 mg de prot/ml> se le anadi6 

MgATP 2 mM y 100 µg de PI liofilizada. Se incubó a_ 30 _ ~g- _ch_:1r~i:i_te 

3.5 hrs y al final se eliminó la PI libre filtrando en una columna 

de Penefsky de Sepharosa 6B. Al complejo [C14 JDCCD.F1.PI C0.77 mg 

prot/ml>, se le a~adi6 MgATP 2 mM y EEDQ 2 mM, y· se incubó a 30 ºe 

durante 20 min. La reacción se· paró can SDS ·al · 1 · X. La 

muestra el análisis del complejo [C14 JDCCD.F1.PI CA) 

[C14JDCCD.F1.PI-entrecruzado <B> en un gel de PA-SDS. 
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Experimentos de otros autores (Fergusan y Radda, 1974a) 

demostraron que la actividad hidrolitica de la Ft se inhibe por la 

-fijación de un Nbf al residuo de Tir-~311 de una de las 3 

subunidades "~" del complejo, <Andrews y col. 1984). Can el 

propósito de marcar fluorescentemente el complejo nativo F1I, se 

decidió probar si éste, que tiene una de las subunidades "~" 

interactuando con la PI, era capaz de aceptar la entrada del Nbf. 

La fig. 18 Uustra el resultado de incubar la Ft y la F1I en 

presencia de diferentes concentraciones de Nbf, 

la actividad hidrolitica de ambas enzimas 

observandose que 

disminuye. Esta 

... , íhllibición se revierte en un 95 

concentración de 1 mM, el cual 

Tir-~311 sin formar un complejo 

'l. si se 

desprende 

con ésta 

adiciona DTT 

el Nbf unido 

<Ferguson y 

a una 

a la· 

Radda, 

1975a). Al normalizar las curvas de inhibición (ver inserto de 

fig. 18), observamos que el complejo F1I si permite la fijación 

del Nbf, pero esta actividad parece ser un poco mas 

este reactivo. Esto es semejante a los resultados 

inh~bir el complejo F1I con EEDQ <ver fig. 8). 

resistente a 

obtenidos al 

Las condiciones de fijación del Nbf en la Tirosina ~311 Csac 

250 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4), son muy similares a las de 

activación (sac 250 mM, ATP 10 mM, EDTA 1.5 mM, pH 8) del complejo 

F1I, que es en las que se observa salida de la PI de su sitio de 

inhibición. Tratando de encontrar un balance entre el proceso de 

activación y el de inhibición por Nbf, se consideró conveniente 

estudiar el curso temporal de la actividad de la Fil en presencia 

de diferentes concentraciones de Nbf. Como podemos observar en la 

fig. 19, a concentraciones de Nbf menores o iguales a 50 µM, el 

equilibrio parece estar desplazado hacia la salida de la PI de su 

sitia de inhibición. Sin embarga a concentraciones mayores de 80 

µM, la entrada del Nbf parece ser más rápida que la salida de la 

PI. Debido a que la concentración de 100 µM fué la utilizada para 

la caracterización de la inhibición de la Ft <Ferguson y Radda, 

1975a) 1 y can los resultados de la fig. 19 en donde esta 
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Fi.s. 18. - Inh.ibidón de ia actividad hidrolittca de Ft y Ftl 

por di/eren.tes con.cen.tradónes de Nb/. A) La enzima Cf1 6 FtI> 

preequilibrada en Sac 250 mM, TEA-HCl 50 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, 

pH 7.4, a una concentración de 0.6 mg de proteina/ml, se incubó en 

presencia de diferentes concentraciones de Nb/. La incubación fué 

a 25 ºe du1rante 15 min en obscuridad. Al final de la iñcuba-ci6n se 
tomaran alic:uotas para medir actividad hidrolitica 

espectrafotamétricamente en ausencia (0 1 A) y pre~encia ( 0 1 A> de 

DTT 1 mM. El inserto muestra las curvas. · .de inhibición 

normalizadas, tomando como 100 f. la actividad de la enzima 

incubada sin Nbf. 
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Fig. 19.- Curso temporaL de ta inhibición de ta actividad 

hidrotltica de Fil por diferentes coricen.tración.es de Nb/, La 

enzima se incubó a 0.75 mg de proteina/ml en las mismas 

condiciones que en la fig. 18. A los tiempos indicados se tomaron 

alicuotas para medir espectrofotométricamente la actividad 

hidrolitica. 
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concentración ya es inhibí toda para el complejo Fil, decidimos }: - usarla durante 90 min en los estudios de la interacción del Nbf 

- con el complejo Ftl. La fig. 20A muestra el comportamiento de la 

actividad hidrolitica del complejo Ft, en presencia de Nbf 100 µM 

- y a diferentes tiempos de incubación, asi como la reversibilidad 

de su actividad por DTT. Este es un experimenta hecho 

comparativamente con FtI Cfig. 20B> y en iguales condiciones. 

'.-..- ... \ 
d.Np~malizando las curvas de inhibición de la actividad obtenidas 

con Ft y FtI Cfig. 20C>, y tomando como 100 i. de actividad para 

FtI cada uno de los puntas de la curva control Cfig. 208), 

observamos una marcada diferencia, tanto en el grado de 

inhibición, como en la reversibilidad de la actividad con DTT. En 

la literatura hay datos que indican que la reversibilidad total 

por·· DTT de la actividad hidrolitica del complejo Nbf-O-F1, 

requiere de una preincubacion más larga. Esto se puede observar en 

la mayor reversibilidad con 20 min de preincubación. Si al 

complejo Nbf.F1I le adicionamos DTT durante la determinación 

espectrofotométrica de la. acti"idad Capro:<. 1 min>, solo se 

revierte la actividad en un 20 'l. Cfig. 20C). Este valor aumenta a 

un 40;. cuando el complejo Nbf.F1I se incuba con DTT durante 20 

min. Aunque se observa una diferencia en la forma de la curva de 

inhibición de Fil comparada con F1, es importante hacer notar que 

la actividad especifica a la cual llegan ambas enzimas a los 90 

min de incubación, prácticamente e? la misma. Si el tiempo de 

incubación se prolonga hasta 4 hrs, la actividad hidrolitica de 

-1 -1 
ambas se reduce a 0.1 µMol min mg (no mostrada). Por otro 

lado, sabemos por datos de la literatura <Ferguson · y Radda, 

1975a), que la unión de Nbf a la Tir-(1311 de F1 <Nfb-O-F1>, no es 
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Fig. 20.- Cv.rso temporai d~ la inhibición de la actividad 

hidroLltica de ia F1 y Fil por Nb/ 100 µM, y reversibilidad de La 

actividad por DTT. La Ft obtenida a partir de Fil como se indica 

en métodos (A), y Fil <Bl, se incubaron en presencia de 100 ¡.1M de 

Nbf en las mismas condiciones de la figura 18. A los tiempos 

indicados se tomaron alicuotas para medir actividad hidrolitica en 

ausencia <tl, 6 en presencia (O) de DTT 3 mM a~adido durante el 

trazo. En <B>, la curva superior <•> representa la actividad de la 

enzima Fil incubada en las mismas cóndiciones, pero sin Nbf, ( <)) 

indica la actividad del complejo Nbf .Fil incubado con DTT durante 

20 min. La actividad control de la F1 no cambió durante la 

incubación. <C> muestra la· inhibición de F1 <Al y rtl <B>. por Nbf 

normalizadas. Para el complejo Nbf.FiI se tomó coma 100 X de 

actividad la curva control de <B>. 
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estable y que la actividad hidralitica na se inhibe 100 f., Esta se -
~ebe a que existe un equilibrio constahte entre la entrada y la 

salida del Nbf de la enzima <Tinh y Wang, 1980), Además, trabajos 

previos han demostrado, que si el complejo Nbf-D-F1 se incuba a 

temperatura ambiente, a pH 9 y en presencia de nucleótidos durante 

18-20 hrs (Fergusan y Radda, 1975b) , ó a 38 ºc en ausencia de 

nucle6tidos <Ceccarelli y col. 1989) parte del Nbf unido a la 

':.:.•., .... 1-i·r.-(1311 se libera y parte se transfiere intramolecularmente a la 

Lis-(1162, siendo esta unión irreversible. 

Coma la reversibilidad por DTT en la Fil no era total, a 

diferencia de la Ft, existia la pasibilidad de que la unión 

Nbf-(1Tir en el complejo FtI fuera menos accesible al DTT comparada 

con la Ft. Por la que decidimos titular can diferentes 

conc'entraciones de DTT los complejos Nbf, Ft y Nbf.Ftl 

adicionándole durante la determinación espectrafotométrica de la 

actividad hidrolitica. Como podemos observar en la fig. 21, la 

reversibilidad de.la inhibición de la actividad por Nbf es 

semejante para ambas enzimas. E~ el inserta de la fig 21 se 

muestra que concentraciones de DTT mayares de 3 mM, empiezan a 

inhibir la actividad hidrolitica. 

Como aparentemente las condiciones experimentales estaban 

determinando las diferencias en la reactividad de las complejos al 

DTT, se siguió el cursa temporal de la recuperación. de la 

actividad de estos complejas. Para ésto se escogió una 

concentración de 0.1 mM de DTT que adicionada en el trazo durante 

la determinación de la actividad, nos da una recuperación menor 

del 80 i. (fig. 21). En estas condiciones expe:rimentales 'cfig. 22), 

hidrolitica, es ligeramente menor en el complejo Nbf.Ftl com~arado 
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Fig. 21.- ReversibiLidad de la actividad hidrolitica de los 

compleJos nbf. f1 y nb/. Fil, por di.ferenles concentraciones de DTT 

sin preincubar. A los complejos Nbf.F1 Cl.47 mg/ml) y Nbf.F1l 

< 1. 59 mg/mll se les determinó· actividad hidrol1tica 

espectrofotométricamente en presencia de las concentraciones 

indicadas de DTT. Las actividades de Nbf. Ft y Nbf. Fil fueron de 

1.2 y 0.68 µMol min-1 mg-1 medidas en ausencia de DTT. Para el 

inserto se tomó como 100 'l., la actividad más ~lta determinada en 

presencia de DTT. Esta fué de 80. 4 ~Mol mi n -t mg-1 con 1 mM de DTT 
-1 -1 

y de 12.4 µMal min mg con 3 mM de DTT para los complejos 

Nbf.F1 y Nbf.F1I respectivamente. 
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con el complejo Nbf.F1. Por ejemplo a 1.5 min de preincubación 

podemos ver que la velocidad de recuperación de la actividad con 

DTT 0.1 mM se midió la actividad obteni.endose una recuperación 

del 60 'Y. para F1I y del 75 'Y. para Ft. Si a los mismos complejos 

modificados con Nbf se les adiciona DTT ahora a una concentración 

de 1 mM en el trazo durante la determinación de la actividad, la 

actividad recuperada es de 80 'X. para Nfb.F1I y 100 'l. para el 

complejo Nbf. Ft. Cabe mencionar que se tomó como el 100 'l. para 

ambos casos la actividad obtenida a los 30 min de preincubación 

con DTT; 11. 6 y 101 µmoles . -1 m1n -1 
mg para Fil y Ft 

respectivamente. Estos resultados nos muestran, que aunque la 

reversibilidad total de la actividad de las dos enzimas 

modificadas con Nbf puede obtenerse con concentraciones similares, 

de DTT, la recuperación del 100 'l. de actividad del complejo FtI 

requiere mas tiempo de preincubación con DTT. P.or otro lado, 

debemos considerar el hecho de que el 100 'Y. de actividad del 

complejo Nbf. Fil, sea efectivamente el que se obtiene al 

preincubar éste con DTT o.~ mM por 30 111in 6 1 mM durante 15 min. 

A) CURSO ESPECTROFOTOHETRICO DE FIJACION DEL Nb/ A F1 Y Fil. 

Dado que la actividad hidrolitica del complejo Fil comparada 

con la Ft es muy baja, y aprovechando que la unión Nbf-D-F1 

presenta un máximo de absorción a 385 nm CFerguson y Radda, 

1975a), se consideró conveniente utilizar este método CademAs del 

de la actividad hidrolitica) para seguir la fijación del Nbf al 

complejo Fil comparativamente con Ft. En la fig 23A se muestra un 
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Fig. 22.- Cinetica de ta reversibitidad de ta actividad 

hidrotitica por DTT O. t mJ1 a distintos tiempos de preincubacion. 

0.6 µg de Nbf.F1 ó 0.13 µg deNbf.F1I se preincubaron en 0.5 ml de 

medio de ATPasa pH B.O sin sistema regenerador de ATP 2X (DL + PK 

+ PEP + NADH + ATP> para iniciar la determinación de la actividad 

hidrolitica. Las actividades de los complejos Nbf.F1 y Nbf.F1I 

fueron de 3.3 y 0.96 µMol min-1 mg-1 respectivamente. El 100 f. de 

actividad se tomó como la obtenida al preincubar los complejos con 

DTT 0.1 mM durante 30 min. Los símbolos ( 0) sobre los ejes Y de A 

y B, representan la actividad hidrolitica obtenida al anadir DTT 1 

mM durante la determinación de actividad. 
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Fig. 23.- Incremento de ia absdrbancia a 385 nm. y de ta 

fiuorescencia, concomitante a ta entrada det Nbf a ta enzima. <A> 
Fl <A> y F~I (0) se incubaran a la misma concentración de prateina 

. - - -
<1.1 mg/ml>, en las condiciones de la fig. 20. A las -tiempos 

indicados se leyó la absarbancia a 385 nm. La gráfica (8) muestra 

el aumento en las unidades relativas de fluorescencia <URF, ~exc= 

464 nm; ~oml= 520 nm) al incubar F1I <0.5 mg/ml) en presencia de 

100 µM de Nbf en las mismas condiciones de CA>. La flecha indica 

la reversibilidad de la fluorescencia aJ agregar DTT 3 mM. 
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curso temporal de la fijación del Nbf a F1 y Fil obtenida por la 

aparición de la absorbancia a 385 · mm, observandose que es 

idéntica en ambas enzimas. 

Si el Nbf estuviera fijándose mas a la Lis-~162 en el 

complejo F1I que en la Ft, deberiamos haber observado diferencias 

en la magnitud de la absorción a 385 nm durante la fijación del 

Nbf. Esto no descarta totalmente la posibilidad de que esté 

..... f.iJandose más. Nbf a la Lis-~162 en Ftl ya que el máximo de 

absorción de esta unión es a 475 nm que está alejado de 385 nm. 

Por otro lado, se sabe que la fijación del Nbf en la 

Lis-~162, forma un complejo (Nbf-N-F1> fluorescente. Empleando 

este nuevo método y en las mismas condiciones descritas por 

Ferguson"y Radda (1975b) 1 donde mostraron que esta fluorescencia 

se debe a la unión exclusiva del Nbf a la subunidad ~' seguimos la 

fijación del Nbf al complej'o Fil. Como se puede observar en la 

fig. 238, al incubar el complejo FtI · en condiciones de 

transferencia del Nbf a la lisina, la fluorescencia aumentó con el 

tiempo, sin embargo ésta ·se revi 1·ti6 casi en su totalidad al 

adicionar DTT al complejo Nbf.F1I. Esto se repitió en el caso de 

la F1 (no mostrado). Este hecho indica claramente que la 

fluorescencia observada no se debe a la fijación del Nbf a la 

Lis-~162, ya que como se mencionó arriba, esta unión es 

irreversible por DTT. Es importante senalar que el Nbf es un 

compuesto muy reactivo para grupos. -SH <Ferguson y Radda, 1974; 

Birket y col., 1970). y que la unión Nbf-SH además de tener un 

máximo de absorción a 420 nm, es fluorescente y reversible por 

DTT. Dado que 3 de las subunidades <~, r y e) de la 'Fi pos~en 

grupos -SH (Senior, 1970), existe la posibilidad de que en 
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cursa temporal de la fijación del Nbf a Ft y FtI obtenida par la 

aparición de la absorbancia a 385 mm, observandase que es 

idéntica en ambas enzimas. 

Si el Nbf estuviera fijándose mas a la Lis-~162 en el 

compleja F1I que en la Ft, deberiamas haber observado diferencias 

en la magnitud de la absorción a 385 nm durante la fijación del 

Nbf. Esta no descarta totalmente la pasibilidad de que esté 

fijandose mls Nbf a la Lis-~162 en Ftl ya qua el máximo de 

absorción de esta unión es a 475 nm que está alejado d~ 385 nm. 

Por otro lado, se sabe que la fijación del Nbf en la 

Lis-~162, forma un. complejo <Nbf-N-F1) fluorescente. Empleando 

este nueva método y en las mismas condiciones descritas por 

Ferguson y Radda (1975bl, donde mostraron que esta fluorescencia 

se debe a la unión exclusiva del Nbf a la subunidad ~' seguimos la 

fijación del Nbf al complejo FtI. Coma se puede observar en la 

fig. 238 1 al incubar el compleja FtJ en condiciones de 

transferencia del Nbf a la lisina, la fluorescencia aumentó con el 

tiempo, sin embargo ésta se revirtió casi en su totalidad al 

adicionar DTT al complejo Nbf.F1I. Esto se repitió en el caso de 

la Ft (na mostrada). Este hecha indica claramente que la 

fluorescencia observada na se debe a la fijación del Nbf a la 

Lis-~162, ya que cama se mencionó arriba, esta unión es 

irreversible por DTT. Es importante se~alar que el Nbf es un 

compuesta muy reactiva para grupas -SH CFergusan y Radda;- i974¡ 

Birket y cal., 1970), y que la unión Nbf-SH ademls de tener un 

máxima de absorción a 420 nm, es fluorescente y. reversible par 

DTT. Dado que 3 de las subunidades CQ, r y &) de la Fi poséen 

grupas -SH (Senior, 1970) 1 existe l~ posibilidad de que en 
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- nuestras condiciones de incubación el Nbf se fije a un (6 algunos) 

grupo (s) -SH. 

e. - CARACTERI STI CAS ESPECTRALES DE Ft Y Fil 

HODIFICADOS CON Nbf EN TIROSINA. 

La fig. 24 muestra el espectro obtenido del complejo Nbf.F1I. 

Como podemos observar al incubar el complejo Fil en presencia del 

Nbf, el pico de absorción más conspicuo es asimétrico con un 

máximo de absorción a 420 nm, caracteristico de la unión Nbf-SH, 

además existen dos hombros a 385 nm y a 475 nm, correspondientes a 

las uniones Nbf-D-F1 y Nbf-N-F1 respectivamente, los espectros 

son iguales a los que se obtuvieron al incubar la Ft purificada 

por tres métodos diferentes <Tuena y Gómez-Puyou, 1977; Penefsky, 

1977, y Fil activada, obtenida a partir de FtI), en presencia de 

Nbf y en condiciones ,idénticas <no mostrado). Esto sugiere que en 

ambas enzimas <F1 y Ftil, el Nbf está interactuando además de la 

Tfr-(131 t y laLis-(H62, con grupos de cisteina. Estos resul L;¡dos 

podriah explicar la fijación adicional del Nbf en grupos -SH que 

Ting y Wang (1980), observan al exponer la Ft al Nbf, asi como la 

marca que el grupo de Allison <Allison y col. 1984al encontró en 

la subunidad a al determinar con [ 14CJNbf el residuo de Tir en que 

estaba el Nbf en la Ft y a la cual en su articulo la refieren como 

"marcaje inespecífico". 

El glutatión reducido, a semejaza del DTT, revierte la 

inhibición de la Fi por el Nbf a nivel de la Tir-(1311, pero a 

diferencia de este óltimo, forma una unión covalente estable con 

el Nbf, con un pico máximo de absorción a 420 nm caracteristicp de 
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Fig. 24.- Cambios espectrales durante la lnteracclon del Nbf 

con la F1I. El complejo FiI se incubó a una concentración de 1.14 

mg/ml en las condiciones de la f ig 13 en presencia de Nbf 100 µM. 

A los tiempos indicados en la gráfica, se corrieron espectros de 

absorbancia de 350 a 550 nrn utilizando un espectrofotómetro Aminco 

de dable haz. La linea base se obtuvo con amortiguador en la celda 

de referencia y con amortiguador mas enzima en la ce}da de la 

muestra. La reacción se inició a~adiendo 100 µM de Nbf en ambas 

celdas. 
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la unión Nbf-SH (Ferguson y Radda, 1975a). Al eliminar el pico de ... 
absorción a 420 nm del espectro de absorbancia del complejo 

.... Nbf.F1I afiadiendo dos moles de glutatión·reducido a la celda de 

referencia que contenia solo amortiguador y Nbf, se pudieron 

evidenciar los picas correspondientes a Nbf-Tir y Nbf-Lis (fig. 

25). Con estos resultadas y utilizando los coeficientes de 

-1 -1 
extinción molar de 11600 M y 26000 M <Fergusam y i.::ol., 1975a y 

b) para las uniónes de Nbf a Tir y Lis respectivamente, pudimos 

obtener una estequiometria total de 3.4 Nbf/F1I: 2 Nbf en -SH; 1.2 

Nbf en Tir y 0.2 Nbf en Lis. Es importante sefialar que estos 

valares no están muy alejados de los 1.15 males de Nbf en Tir que 

se obtienen al incubar la Ft en presencia de Nbf 100 µM durante 60 

min en la cual salo el 15 i. de la radioactividad se encontró unida 

a la Lis-~162 <Andrews y cal. 1984al. 

La diferencia importante entre los datas del presente trabajo 

y las reportados con antedoridad <Ferguson y Radda, 1975a; 

Andrews y col. , 1984a) , está en 1 a reacti vi dad que observamos del 

Nbf con dos grupos -SH. Coma mencionamos en la sección anterior, 

ésta unión a grupos -SH padria explicar la esteqiometria mayar de 

1 que Ting y Wang (1980) encuentran al. incubar la Ft por tiempos 

mayares de 60 min o en presencia de concentraciones mayores de 100 

µM de Nbf. Par otro lado, cabe mencionar que cuando la ECFt se 

expone a Nbf, éste además de reaccionar con Tir-~311 lo hace can 

actividad hidrolitica, grupos -SH. La reacción con -SH se elimina 

con la preincubación de la ECF1 en presencia de Iodoacetamida 

(Ceccarelli y col. 1989), El complejo F1I se comportó de manera 

similar a las reportado, ya que cuando preincubamos a la enzima 

Ftl en presencia de Iodoacetamida, se une a grupos -Sl-I sin 
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Fig. 25 .- Espectros deL complejo Nbf.Fil obtenido aL restar 

la union 6Lutal ion-Nb/. La enzima Ftl CO. 98 mg/mll se incubó en 

. las condiciones de la fig 13 en presencia de Nbf durante 90 min. 

Al final de la incubación, se obtuvo el espectro de absorción como 

se explicó en la fig. 23 y a la celda de referencia que contenta 

Nbf se le afiadió el glutati6n reducido necesario para obtener la 

linea base original. El espectro que se muestra en la figura es el 

resultada de la condición explicada anteriormente. 

87 

f 
'i 

{ 

u 

1 
r ¡ 
1 



r 

.. 
-

-

modificar la actividad hidrolitica (no se muestral.La fijación 

postedor del Nbf a los grupos -SH, seguida por 

espectrofotornetria, disminuyó ostensiblemente (f ig. 24). 

Consideramos que esta es una prueba más de que el Nbf, está 

reaccionando con grupos -SH de la enzima en nuestras condiciones. 

...,.: ..... : 

3.- CARACTERISTICAS DE LA ACTIVACION DE LOS COHPLEJOS Nb/.F1 

y Nb/. Fil . 

El complejo nativo FtI soluble, una actividad 

hidralitica muy baja debido a la presencia de la Prateina 

Inhibidora. Cuando la PI se remuP.ve de su sitio de interacción, la 

enzima expresa la máxima actividad hidrolitica. 

La f~g. 26 muestra el 'l. de actividad hidrolitica y la 

fluorescencia de las complejas Nbf.F1I CAl y Nbf.F1 <C>, obtenidos 

a diferentes tiempos de incubación de las enzimas con Nbf. Si cada 

uno de estos complejas se activa eliminando la PI se obtienen las 

curvas <Bl y CD> • Los compl ejes Ft y Ftl madi fi cadas con Nbf se 

compartan igual al activarlos. La reversibilidad de la actividad 

hidrolitica por DTT es igual para ambos complejos antes CA y C y 

fig 18J y después <B y de someterlos a condiciones de 

activación. Aunque aparentemente la reversibilidad de la actividad 

por DTT es menor para el complejo Nbf.F1I <B>. Simultaneamente a 

la disminución de la reversibilidad, observamos un incremento en 

la intensidad de fluorescencia atribuible a Nbf-Lis <B>. Este 

aumento en la fluorescencia es más lento en el complejo Nbf.F1 CD> 

y no parece estar relacionado con la irreversibilidad de la 

actividad por DTT. 

La comparación de los espectros de absorbancia Cfig. 27) de 
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Fig. 26.- Fhtorescencia de tos com.ptejof.'1 Nbf. F1 y Nbf. F1l en 
condiciones basates y de5(YIJ.es de ser o~tivad~s . Las enzimas se 
incubar.en en sac 250 mM, TEA 50 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4 (4 
mg prot/mll, en presencia de Nbf 100 µM, a 25 ºe y en la 
obscuridad. A los tiempos indicados se tomaron alicuatas de 100 µl 
para filtrarse por columnas de Penefsky. A los eluados se les 
determinó actividad hidrolitica en ausencia ( G·). y presencia de 3 
mM de DTT, y se diluyeron a 2 ml con el mismo amortiguador para 
medi1~ la fluon~scencia (~Ex= 485; ~Emi=530l dada por la unión del 
Nbf a Lis ( .... a .... ) y además de registrarse los espectros a las 
siguientes longitudes de onda: Ex 400-500; Emi 530 (ver fig. 28> 
Para activar, los complejos Nbf.Enzima se incubaron a 50 ºe 
durante 70 min en el medio de activación de la fig. B. Se midió 
actividad hidralitica en ausencia (et l y presencia (o) de DTT 3 
mM y la fluorescencia (• .. IJ··», y los espectros de exitación con las 
mismas condiciones de antes de Activar (fig. 28). En las graficas 
<A> y (C) la actividad hidrolitica se normalizó tomando como 100 'l. 
de actividad la obtenida en presencia de DTT 3 mM en cada punta. 
En las figuras (8) y (0) el 100 'l. de .actividad es el obtenido en 

-1 -·1 
el control sin Nbf; 35 y 41 µMol min mg , para los complejos 
Nbf,F1I.Activado (8) y Nbf~F1.Activado (DI respectivamente. 
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los complejos Nbf.F1I.Activado <A> y Nbf.F1.Activado <B> con los 

espectrosobtenidos en condiciones basales, se observó que la 

activación produce una disminución muy importante, en la cantidad 

de Nbf unido a los residuos de Tir (385 nml y de -SH (420 nml. Al 

tratar con DTT los complejos modificados con Nbf y activados, 

podemos determinar la concentración de Nbf unido a la Lis-¡1162 

(475 nml. Comparando este trazo con el del complejo Nbf.Enzima 

tratado con DTT antes de activar, podemos ver que gran parte del 

Nbf se liberó por las condiciones de activación y del que· quedó, 

solamente una porción muy pequefia se transfirió a la Lis-¡1162. El 

escaso contenido de Nbf unido a la Lis <0.07 Nbf/F1 y 0.1 Nbf/F1II 

no explica la baja reversibilidad obser~ada por la adición de DTT 

(fig. 261 que presenta el complejo Nbf .F1I (8) comparado can el 

compleja Nbf.F1 CD). Además debemos sefialar que la enzima puede 

tener unidos 0.2 moles de Nbf en la Lis-¡1162 sin que esto altere 

el grado de reversibi\idad de la actividad por DTT (fig. 251. 

Por otro lado si observamos los espectros de fluorescencia de 

cada uno de los complejos'Nbf.Enzima obtenidos en la fig. 27, lo 

que vemos es que, para ambas enzimas, la fijación del Nbf se 

manifiesta como un incremento en la fluorescencia con dos máximos 

en el espectro de excitación (fig. 28 A y BI a 450 y 480 nm y un 

máximo a 530 e11 el espectro de emisión <no mostrado). Al activar 

los complejos Nbf.Fl (C) y Nbf.F1I <Dl, los espectros muestran una 

disminución del máximo de excitación a 450 y un aumento en el 

máximo a 485 nm. Al tratar estos complejos con DTT (fig. 28 A y 

CI, que elimina el Nbf de Tir y de -SH, solo persiste el pico de 

fluorescencia debido a la unión Nbf-Lis 4ue es el de 480 nm ya que 

el de 450 nm es sensible a DTT. Por otro lado como 
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Fig. 27.- Espectros de absorban.eta ele tos comptefos Nbf. r1 y 

nbf. f1l basates y sometidos a condiciones de activacion.. Los 

complejos Nbf.F1 (1.45 mg ,prot/mll y Nbf.F1I (1.62 mg/mll se 

obtuvieron por incubación de las enzimas con Nbf 100 µM durante 90 

min. en las condiciones de la fig. 26,.y se les hicieron espectros 

de absorbencia de 335 a 485 nm (~>.Las muestras se diluyeron 

1:1 con el misma amortiguador (sac 250 mM, TEA 50 mM, ATP 4 mM, 

EDTA ·2 ·mM, pH 7.4). Una parte se uncubó can DTT durante 20 min. 

<--> y a la otra se le afiadió 6 mM de ATP y se le aumentó el pH 

a 8.0 para activar a 50 ºe durante 60 min. (---). Calculando el 

contenido de Nbf unida a grupos -SH por absorción a·420 nm~ué-·de 

2 Nbf/F1 y 2.4 Nbf.F1I usando el coeficiente de extinción para la 

unión Nbf-SH de 13000 M-1 CFergusan y cal. 1975a~. El Nbf unido a 

lisina de los complejos Nbf.Enzima.Activados es de 0.07 Nbf/F1 y 

0.1 Nbf/F1I calculado usando el coeficiente de extinción malar 

para la unión Nbf-N de 26000 M1 (Ferguspn y cal. 1957b). 
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Fig. 28.- Curso tem.porai de la entrada del Nbf a F1 y Ftl, y 

aclivacion de los com.piejos Nbj.Fi y Nbf.Ftl se611idas por 

espectros de fluorescencia. A las complejos modificados en 

diferentes grados con Nbf <ver fig. 26) se les corrieron espectros 

de excitación (400-500 nm; Emis = 530). Esta se repitió después de 

someter los complejos a activación como se indica en la fig. 8. 

Los números sobre las curvas ( - ) indican el tiempo durante el 

cual la Fi 6 la FiI estuvieron en presencia de Nbf 100 µM. Las 

lineas punteadas corresponden a los complejos Nbf.F1 basal y 

activado preincubadas con DTT 3 mM durante 30 min. Los espectros 

de fluorescencia se hicieron en 3 ml de solución de los complejos 

Nbf.Enzima, excepto en los tiempos de 90 min para los cuales los 2 

ml se di 1 uyeran a 3 ml coll el mismo amar ti guador. 
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sabemos que la Tir que se modifica con Nbf está en una de las 

subunidades ~ y dado que la PI interactúa también con una 

subunidad ~' existia la posibilidad de que la modificación de la 

enzima con Nbf impidiera la salida de la PI producida por la 

activación. La Tabla I muestra que la modificación de la enzima 

producida por Nbf no impide la salida de la PI. 

La tabla I muestra además que el compleja Nbf. Fil 

practicamente puede activarse C75 7.) hasta el mismo valor que el 

complejo Nbf.F1I pretratado con DTT durante 20 min antes de la 

activación C100 /.}. También si restamos la actividad porcentual 

del complejo Nbf.F1I C21.3 /.) de la actividad recuperada al 

anadirle 1 mM de DTT C79.3 /.) 1 podemos ver que la diferencia 

obtenida, de 58 X, se debe a la inhibición de la enzima Ftl por· 

Nbf. Si repetimos este calcula para la enzima Nbf .FtI activada 

considerando coma 100 su control · c:orrespandi ente 

CNbf.F1I.DTT.Activada), encontramos que la inhibición de la enzima 

debida a Nbf es solo de un 20.3 Y.. Esto está de acuerda can lo 

observada can los especti~a.s de absorba11cia Cfig.27l, y canfir-ma 

que las condiciones de activación de la enzima modificada can Nbf, 

favorece la salida de éste último. Por otro lado los resultadas 

del gel de PA-SDS <ver gel de Tabla Il correspondientes a los 

camplejtis del experimenta de la Tabfa I nos muestran que la banda 

de la PI del complejo Nbf.F1I activado, desapareció totalmente con 

la activación <carril el. Estos hechos confirman lo ob.serváda· en 

la Tabla I, e indican que la modificación de la Fil can 'Nbf no 

afecta la salida de la PI inducida por la~ condiciones de 

activación, a pesar de que ambos inhibidores el Nbf y la PI son 

capaces de interactuar con una subunidad ~· 
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TA[iLA I 

ACTJVACID/I DEL COHPlf.10 Hbf .F11 

ENZIMA ACTIVlllAD Al Pasa 

- DTT i': Actividad + DTT f. Actividad 

Filb 6.8 -
Fil Activada' 6(1,(1 -
Nbf ,F,r, DDT 120 min. - 15.(1 11(1(1, Ol 

d 
53.~ * Nbf,Ftl.DTT.Act1vada - 1(1(1, o ~·: ...... 

Nbf,Fil 3.2 121.3) 11. 7 (79. 3) 

Nbf. Fil Activad/ 29.1) 54. 7 * 40. I 75,0* 

a b e d 
..L.:._¡__ 

e 

KDa 
- r--r--.;---¡·-, 

. 1 ': 1 . .¡ 

66 '~si··· 

1 .• ,,, •• rm. ['m .. <:\' rw· .. ~1~ ex 
""1rt1J~ t;~ ':;!~ :·~·~~;f,¡)f ... .,.!'~t:ít::i.~)í s 45 \\,, .... 

....._.. 
-4'~__,.,,..~......will y 

29 llOIR'M' 

24 ~ 

20 ~ 
, ... 6 -14 -- ~· 

Pl 
E: 

Tabla I. - Sal ida de la PI del compll'3jo Nbf. Ftl en. condiciones 
de activacion, A las enzimas Nbf.FiI <1.61 mg/ml) y Nbf.F1 tratada 
con DTT durante 20 min. <1.74 mg/ml) se lEJs a1'íadi6 igual volúmen 
de amortiguador de activación (ver métodos> y se incubaron ~ 50 ºe 
dirante 70 min. y 9e midieron las actividades expresadas en la 
tabla en µMol min-

1 
mg-

1
• Al final de la a~tivación la PI liberada 

se eliminó por precipitación con sulfato de amonio como se indica 
ampléjo Nbf. Fil par-a estr~ e:<pr~rimento se obtuvo por incubación de 
la Fil con 100 µM de Nbf durante 2 hrs en las condicion~s de la 
fig. 18. Una alicuota de los filtrados se utilizó para detectar 
las bandas di? la F1 en gelr~s tle PA-SDS al 13 /., Carril (a) mezcla 
de marcadores de PM de 66-14.2 KDa (ver- m'todos; 50 µg de. proteína 
de los complejos Fil (b), FaI.Activada (e), Nbf.F1I.DTT. Activada 
(dl y Nbf, Fil.Activada (c). 
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4.- TRANSFéRENCIA DéL Nb/ DE Tll?.-(1311 A Ll5-(U6c ENFi Y F1l. 

Ferguson y Radda en 1975b 1 encontraron que el Nbf unido a 

Tir-rn11 CAndrews y col., 1984a) puede transferirse 

intramolecularmente a la Lis-~162 CAndrews y cal., 1984b). Esto 

ocurre al incubar el complejo Nbf-O-F1 a pH 9.0, en presencia de 

ATP y a temperatura ambiente durante 18-20 hrs. La fig. 29 muestra 

.•. !?.l. .cambia en los máximos de absorción de 385 y 420 <ver inserto de 

fig. 29) a 475. Este último se debe a la unión del Nbf a Lis-~162 

en el compleja Nbf. Fil al incubarse en las condiciones anteriores 

durante 15 hrs. Si además seguimos los cambios de los espectros de 

excitación de fluorescencia (fig. 30l durante la transferencia del 

Nbf de Tir a Lis, vemos que estas son muy similares en ambos 

comp1ejos Nbf.F1 (A) y Nbf.FiI (8). Nuevamente como en el caso de 

la activación (fig. 28) observamos que a medida que pasa el tiempo 

, el mlximo de excitación a 450 disminuye Y. el de 480 aumenta. el 

último espectro <---) co1Tesponde a las enzimas Nbf. F1 (A) y 

Nbf.F1I (8) sometidas a co~diciones de activación e incubadas a 25 

ºe Pl mismo tiempo que los complejos incubados a pl-I 9.0 durante 24 

hrs <Nbf.Fsl y 18 hrs (Nbf.F1I). Es claro que, los cambios 

espectrales son idénticas. Esto se debe a que los medios de 

incubación para activar (sac: 250 mM, HEPES 50 mM, ATP 10 mM, EDTA 

1.5 mM, pH 8.0) y para promover la transferencia de Tir a Lis (sac 

250 mM, TEA 50 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 9.0 san semejantes y 

provocan ambos fenómenos simultáneamente. 

En los insertos de los espectros de fluorescencia (fig.30), 

se observa el comportamiento de la actividad hidrolitica durante 

la transferencia intramolecular del Nbf. En el caso dol complejo 
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__________ ...,,, 
f\Jbf. Ft ~ ->pH 9.0 ( 25º C) 

ro.02 

Fig. 29.- Espectro de absorbancia del complejo Nbf-N-Ftl. El 

complejo Nbf.F1I, se obtuvo por incubación de la Fil C1.14 mg/mll 

con Nbf 100 µM durante 90 min. en las condicionés de la fig. 18. 

Al fi nC\l de la incubación el Nbf libre se eliminó por filtración 

en una columna de Penefsky. El inserto muestra el esp~ctra 

(350-550 nml del complejo Nbf.F1I. El complejo se diluyó 1:1 con 

el amortiguador de incubación y una parte se preincubó con DTT 3 

· mM durante 15 min <--->. La otra parte de la muestra, se llevó a 

pH 9.0 con TRIS saturado (tol. La muestra a pH 9.0 se incubó a 

temperatura ambiente durante 15 hrs en la obscuridad. La cantidad 

de Nbf unido a Lis en el complejo calculado considerundo un 

coeficiente de extinción molar de 26000 M-1 <Ferguson y col. 

1975bl 1 es de 0.7,3 Nbf/F1I. 
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Nbf. F1----. pH 9 Nbf. F1 I -+pH 9 

Fig. 30.- Curso temporai de la transferencia del Nbf de ia 

Tir-~3ff a lo; Lis-(/f 62 eri los complejos Nb/, Ft Y Nb/. Ftl, Los 

complejos Nbf.F1 C0.14 mg/ml> ~y Nbf.F1I C0.13 mg/ml) obtenidos 

como en la fig. 29, se llevaron a pH 9.0 con TRIS saturado y se 

incubaron a 25 ºe durante 24 y 18 hrs respectivamente. A los 

tiempos indicados se registraron espectros_ de excitación de 

400-500 nm <Emis. = 530). La linea discontinua (- -- > representa 

el espectro del complejo Nbf.Enzima.Activado y dejado a 

temperatura ambiente los mismos tiempos que la enzima a pH 9.0 • 
. -1 -1 Los insertos muestran la actividad hidrolltica en µMol m1n mg 

de los complejos Nbf.Enzima incubados a pH 9.0, los mismos 

tiempos. 
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Nbf.F1 (inserto de fig. 30 A> observamos qu0 durante la incubación 

a pH 9.0 probablemente existe una pequef'ía hidr·ólisis espontánea 

del Nbf, descrita por otros auto1~es· ( Ting y Wang, 1980). 

Concomitante a ésto se observa una disminución de la 

reversibilidad de la actividad hidrolitica por DTT (inserto de Al, 

hasta un nivel en que la actividad medida en ausencia y presencia 

de DTT es la misma. Esta indica que todo el Nbf presente en la 

enzima se encuenfra unida a la Lis-(H62. La curva de ac:ti vi dad del 

complejo Nbf.FiI (inserto de fig. 30 B> incubado en ~as mismas 

condiciones, deja ver que la actividad hidrolitica del Nbf .F1I 

medida en presencia de DTT aumenta con el tiempo de 11 a 36 µMol 

-1 -1 
min mg ,en lugar de disminuir, punto en que al igual qu~ en 

Nbf.Ft , la actividad es igual en presencia o en ausencia de DTT. 

Esto podría indicar que las candi ci ones de tr ''*nsf e reme i a 

intramolecular del Nbf favorecen al mismo tiempo la transferencia 

a Lis y la salida de la PI de su sitio d~.inhibición, ya que las 

dos condiciones experimentales son similares. 

Dado que la comparación con las actividades hidroliticas de 

los complejos F1 y Ftl es dificil par- ser tan diferentes, 

decidimos recurrir a otro parámetro como es el cambio en 

absarbancia simultaneo a la transferencia y comparar las 

velocidades de ~sta del Nbf de Tir a Lis en los dos complejos. En • 
el experimento de la fig. 31 las complejos Nbf.F1 y Nbf.F1I se 

incubaron a la misma concentración de proteína (0.7 mg/ml) en 

presencia de nucleótidos a pH 9.0 y a diferentes tiempos se midió 

el cambio en O.O. a 475 nm carac:teristico de la. unión Nbf-N-F1. 

Como podemos observar, la velocidad de transferencia del Nbf de 

Tir a Lis, es igual para ambas enzimas~ y también la magnitud 
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calculada con el coeficiente de extinción molar que es similar ... 
(0.68 Nbf/F1 y 0.85 Nbf/F1I>. 

... 

A).- EFECTO DE NUCLEOTIDOS EN LA VELOCIDAD DE ENTRADA DEL 

Nb/ A TIR-~3tt Y EN LA TRANSFERENCIA A LIS-~t62 EN Ft Y Fil. 

Ferguson y Radda en 1975a, demostraron que el Nbf inhibe a la 

F1 a la misma velocidad en presencia y ausencia de n.ucleótidos, 

pero que la presencia del nucle6tido hacia más lenta la 

transferencia intramolecular del Nbf de Tir a Lis. En ese trabajo 

mencionan que la transferencia del Nbf en ausencia de nucle6tido 

es técnicamente dificil de medir debido a que la enzima sin 

nucleótidso se inactiva rápidamente a pH 9.0. 

Resultados recientes de la literatura <Ceccarelli y col. 

1989), mostraron que en la Fl soluble de. cloroplasto modificada 

con Nbf CNb/. Cf1), la t'ransferencia del Nbf se lleva a cabo en 1 

o hr en sacarosa, TEA, EDTA,,pH 9.0 a 38 C. Dado que nuestra enzima 

CF1Il y la CFt son muy similares en cuanto a actividad hidrolitica 

(ambas tienen actividad latente>, decidimos estudiar la fijación 

del Nbf y su transferencia intramolecular en el complejo Ftl 

comparativamente con F1 en el medio utilizado para la CF1. 

En la fig. 32 A ratificamos que el Nbf entra en la Ft en 

ausencia de nucleótido, y que en éstas condiciones la enzima· es 

muy inestable. Esta inGstabilidad se hace más evidente al pasar el 

complejo Nbf.F1 a 38 ºe y pl-I 9.0 (fig. 32 C>, . condiciones que 

inducen la transferencia intramolecular del Nbf. Si tratamos do la 

misma manera al complejo Fil (fig. 32 B'y D>, vemos que la curva 
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Fi_g. 31.- Curso temporal de ta transferencia de Tir-(33tt a 

Lis-(H62 en Nbf. F1. Y Nb/. F1l se5uido por absorbancia a 475 nm. A> 

Los complejos Nbf.F1 C0.77 mg/ml) y Nbf.F1I 10.72 mg/ml) en sac 

250 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 9.0, se incubaron a 25 __ ºe f,!rJ la 

obscuridad. A los tiempos indicados se midió la Absorbancia a 475 

nm. La cantidad de Nbf transferida a Lis-(3162 fué de 0.68 Nbf/F1 y 

de 0.85 Nbf/F1I, considerando el coeficiente de extinción de 26000 

M-1• B> Curvas normalizadas tomando como 100 X de Absorbancia la 

alcanzada por los complejos a las 17 hrs de incubación que fué do 

0.037 y 0.043 para Nbf.F1 y Nbf.F1I resp~ctivamvnto. 
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de inhibición por Nbf es semejante a la encontrada en presencia de 

ATP Cfig. 20). Igual que en la Ft carente de PI, la presencia de 

ATP no tiene ningún efecto en la fijación del Nbf. Es importante 

sefialar que en éstas condiciones en las que no existen nucleótidos 

que favorezcan la salida de la PI (Feinstein y Moudrianakis, 1984) 

y en las que el grada de activación del control es menar, la 

reversibilidad por DTT es completa (fig. .32C). Cuando el complejo 

' •• ,, 'l 

~bf.F1I se pasa a pH 9.0 y 38 ºe (fig. 32D), se observa que 
~·· .... : 

efectivamente la transferencia del Nbf de Tir a Lis se lleva a 

cabo muy rápido C60 min) comparado con 1 as 18-20 hrs que toma ésta 

en presencia de nucleótido. 

La fig 33 muestra la distribución de fluorescenncia de los 

complejas Nbf-N-Ft CA> y Nbf-N-Ftl CB>, separadas en un gel de 

PA-808. En el gel de PA-808 las subunidades ~ y r corren en una 

sola banda, pero al separar·el complejo Nbf-N-F1 CC) en un gel 

ácido vemos que la fluorescencia se localiza exclusivamente en la 

subunidad ~· Esto es semejante en el complejo Nbf-N-Ftl (no 

mostrado). También en r se presenta fluorescencia con menor 

intensidad que en ~. igual que lo que sucede cuando se marca con 

Nbf la Ft soluble de cloroplasto CCF1). En este caso, se sabe que 

la fluorescencia en la subunidad r se debe a la unión Nbf-SH, 

debido a que la marca se elimina preincubando la CFt con 

iodoacetamida antes del tratamiento con Nbf CCeccarelli y col., 

1989). 

Estos resultados nos muestran que a pesar de que una porción 

importante del Nbf unido a Tir se hidroliza durante la 

transferencia a Lis Cfig. 30), aón existe suficiente Nbf· unido a 

Lisina ótil lo que hace posible la detección de derivados 
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· Fig. 32.- Entrada det Nbf a Tir-~3tt y transferencia a 

Lis-(U62 en F't y F1I en ausencia de nucte6 t idos, Las enzimas Ft 

(2. 1 mg/ml) <A> y F1I (9.1 gm/ml) (8), se incubaron en sac 250 mM, 

TEA 50 mM, EDTA 0.5 mM, pH 7.4 a 25 ºe en ·la obscuridad en 

ausencia (o) y presencia (o) de Nbf 100 µM. A los tiempos 

indicados se determinó actividad hidrolitica en ausencia ( '1 y 

presencia (A) de DTT 3 mM. Al final de la incubación los 

complejos Nbf.Ft y Nbf.Ftl se filtraron por columnas de Penefsky 

_equilibradas con el mismo amortiguador pero a pH 9.0, para 

eliminar el Nbf libre. Los controles (O) y los complejos Nbf.F1 

<C> y Nbf.F1I CD> se incubaron a 38 ºc. A diferentes tiempos se 

tomaron alicuotas para medir actividad hidrolitica en ausencia 

(o> y presencia (A) de DTT 3 mM. 
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fluorescentes. 

5. - l.A SUBUNI DAD (5 QU[ I NTCRACTUA CON LA PI EN [L COHPLEJO 

NATIVO F1I, PERHITE LA F1 JACION DEL Nb/ EN Us. 

Los resultados anteriores, mostraron que el complejo Fil 

nativo si acepta la fijación del Nbf 1 y permite la transferencia a 

la Lisina. Esto se hizo evidente por el cambio en los máximos de 

absorbancia de 385 y 420 a 475 nm Cfig. 29) al incubar el complejo 

Nbf.Fl a pH alcalino, asi como por el marcaje fluorescente del 

complejo Cfig. 33). Desconociamos hasta este punta, si la 

subunidad (5 que interactúa con la PI presentaba o nó el marcaje 

fluorescente con Nbf. Debemos recordar que la subunidad (5 que une 

a la PI n6 fija el [14CJDCCD Cfig. 16 )' 17). 

Seleccionando la subunidad (5 con la cual interactúa la PI por 

entrecruzamiento del complejo Nbf-N-F1I con EEDQ, encontramos que 

la presGncia de la PI no impidió el marcaje fluorescente del 

dimero (5.PI (fig. 34- carril 5). 

Trabajos anteriores CStan-Lotter y Brag, 1986; Brag y Hou, 

1987), sugirieron que la fijación del Nbf y del DCCD en la ECF1, 

produc0n un cambio conformacional en el complejo. Dado que el 

mecanismo de acción del EEDQ es similar al del DCCD (Laikind y 

col. 1985) , cabe 1 a posibilidad de qu8 en el complejo 

~ Fil-entrecruzado <F1I.EEDQ) 1 no se realice el marcaje fluorescente 

del dimero r.PI. Como se ilustra en la fig. 34, esto no fué asi, 

ya que independientemente de que el marcaje fluorescente del 

complejo Fil se haga antes 6 después del entrecruzamiemtó, 

seguimos observando la fluorescencia en el dímero (5.PI. 
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Fig. 33.- Patron etectroforetico M tos comptefos Nbf-N-F1 y 

Nbf-N-Fil, En CA> y CBl son geles de PA-SDS al 13.5 %, y CCl en un 

gel de PA-Acido. En el carril Cll el gel se tiftó con Coomassie y 

en el (2) es la fluorescencia del gel sin tenir fotografiado 

Cpelicula XXX; 30 seg. de exposición) sabre un transiluminador de 

UV de onda larga. En (Al 40 µg del· complejo Nbf-N-F1I obtenido en 

las condiciones alcalinas de la fig. 29,donde la fijación en 

Tirosina del Nbf y transferencia a Liaina fueron en presencia de 

nucleotidos. En (8) y CCl 35 µg de Nbf-N-Fj obtenido marcando con 

Nbf en Tirosina, en pres~ncia de nucleótida (fig. 29> y 

transfiriendo a la Lisina en ausencia de ésto (condiciones de fig. 

32). 
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Fig. 34. - Patron e Loe tro /ore l ico del com.pLe jo Nb/-N-Fll 
entrecruzado y Fil. EEDQ-N-Nbf. Gel de PA-SDS al 13. 5 l. <Al tet'li do 
con Coomassi~ y CBl fotografiados sobre un transiluminador de UV 
de onda larga antes de tenir. (1) y 17) mezcla de marcadores de 
pe¡:¡o molec:ular igual que la empleada en la fig. 16. 12) ·35 µg de 
F1I; (3) 35 µg de Nbf-N-F1I; <4> 40 µg de F1I-entrecruzado 
<Fil. EEDQ); (5) 50 µg de Nb-f-N-Ftl. EEDQ; C6l 50 µg de 
Fil. EEDQ-N-Nl.Jf. 
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Existía la posibilidad de que el entrecruzamiento del 

compleja Nbf.F1I, impidiera la transferencia del Nbf unida al 

residuo de Tir a la Lis. La fig. 35 ilustra que el inducir la 

transferencia del Nbf en un complejo Ftl modificado con Nbf y 

entrecruzado CNbf. FtI. EEDQ), no modifica el patrón de 

fluorescencia de éste. Aún en condiciones en las cuales el 

complejo fluorescente se indujo después del entrecruzamiento, el 

dímero ~.PI es fluorescente. Estos resultados sugieren que el 

sit(o de interacción, de la PI en la subunidad ~ que, se localiza 

en la porción carboxila terminal (residuos 394-459; ver fig. 3>, 

no interfiere can la fijación del Nbf a la Tir-~311, ni can su 

transferencia a la Lis~~162. Es importante aclarar que aunque los 

residuos de aminoácido a los que se une la PI <394-459) están 

alejados de los que fijan el Nbf CTir-~311 y Lis-~162), el 

arregla subunida~ en el compleja no es lineal. De hecho, como 

se mencionó anteriormente (sección III>, es probable que la 

porción carbcxilo terminal de la subunidad ~ (sitio de unión de la 

PI>, se encuentre muy cercana al residuo Lis-~162, ya que 

posiblemente el Glu-~199 es el que está formando una unión 

covalente con la PI al entrecruzar con EEDQ. 

Los resultados anteriores demuestran que el entrecruzamiento 

con EEDQ del compleja FtI no afecta la modificación de dicho 

complejo con Nbf, ni su transferencia de Tir a Lis, 

· independientemente del paso en que el complejo se someta al 

entrecruzamiento Cfig. 34 y 35). Esta podria sugerir que ~1 EEDQ 

no modifica ostensiblemente la confo_rrnación de la enzima, sino que 

al entrecruzarla fija su conformación en una posición determinad·a. 

No se puede d~scartar la posibilidad de que en los complejos 
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Fig. 35.- Get de PA-SDS det comptefo Nbf. F1I-entrecruzado con. 

EEDQ e in.cubadn a pH atcatino p~~a inducir ta transferencia a 

Lis. (Comptefo Nbf. F1I. EEDQ:..pH 9. 0). El complejo Ftl se modificó 

con Nbf 100 µM por incubación durante dos horas. Al final de esta, 

el Nbf libre se eliminó filtrando 8n una columna de Penefsky 

equilibrada con sac. 250 mM, MOPS-HCl 10 mM, pH 6.7. Al eluido se 

le afiadió Mg-ATP y EEDQ 2 mM, y se reincubó a 30 ºe durante 20 min 

en la obscuridad. Al final del entrecruzamiento el EEDQ libre se 

eliminó filtrando en una columna de Penefsky equilibrada con sac. 

250 mM, TEA 50 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 9.0, y se reincubó a 25 

ºe durante 20 hr en la obscuridad. El complejo obtenido de esta 

manera <Nbf.F1I.EEDQ-pH 9.0) se analizó en un gel de PA-SDS CA y 

B-2), comparativamente con un control que no se sometió a 

entrecruzamiento <Nbf-N-Ftl; ·A y B-1l. <A> gel tel"lido con 

Coomassie y <B> fotografiado en las condiciones de la fig. 33 

sobre un transiluminador de UV antes de te~ir. 

107 



r -

-
-
-

FtI-entrec:ruzada y Nbf.Fil.EEDQ.-pl-I 9.0, la transfernnc:ia del Nbf 

de Tir a Lis sea intermolec:ular, es dec:ir, que el Nbf unido a la 

Tir de una subunidad (1 <Nbf-. Tir-(11311> se transfiera a una Lis de 

otra subunidad ~diferente <Nbf.Lis-(1z162). 

6. - EL COHPLEJO f1I HODIFICADO CON DCCD PERJ1ITE LA FIJACION 

DEL Nb/ EN Tir Y LA TRANSFERENCIA A Lis, 

Nuestros pdmeros resultados Cfig. 16 y 17), demostraron que 

el [14CJDCCD marc:a una subunidad (1 diferente a la que interac:túa 

c:on la PI. Por otra lado se ha sigerido que el marc:aje de la ECF1 

c:on DCCD modifica su conformación CStan-Lotter y Brag, 1986; Brag 

y Hou, 1987). Con estos antecedentes existia la posibilidad de que 

la conformación modificada del compleja DCCD.F1I no permitiera el 

acceso del Nbf a la Tir y la transferencia de este a la Lis. El 
1 

carril 1 de la fig. 36 CAl y (8), muestra que en el complejo Fil 

madi fi cado con DCCD existe marcaje fluoresc:ente con Nbf, y que la 

subunidad (1 que interactúa con la PI Ccarri 1 2Al se marcó 

fluorescentemente con el Nbf, aunque esto n6 se distingue 

claramente en la fotagrafia (carril 2B), Esto significa que en el 

complejo FtI nativo existe una de las tres subunidades 11 (31 11 que es 

menos reac:tiva, comparada can las das restantes las cuales son 

modificables lácilmente con DCCD ((3z y (1a). La entrada de DCCD y 

PI son mutuamentP excluyentes, no asi la del Nbf que es capaz de 

marcar la subunidad 11 (1 11 que interactúa can la PI. Los resultados 

anteriores sugieren que en el c:amplej.o Fil nativo, semejante a lo 

que se observa en la Ft ~arente de PI, existe una asimetría 
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Fig. 36. - Distribuci.on de ta fluorescencia en ei complejo F1I 

roodificado con DCCD Y marcado con Nbf (DCCD. Fil-Nbj). El complejo 

Fil se incubó en presencia·de DCCD en las condiciones de la fig. 

15, hasta inhibir su actividad hidrolitica en un 95 'l.. Al final de 

la incubación, el DCCD libre se eliminó filtrando en una columna 

de Penefsky equilibrada con sac. 250 mM, TEA 50 mM, ATP 4 mM, EDTA 

2 mM, pH 7,4*, El complejo DCCD.F1I se incubó a 25 ºe durante dos 

horas en presencia de Nbf 100 µM, y al final de ésta se filtró 

nuevamente por una columna de Penefsky equilibrada con el mismo 

amortiguador (*) a pH 9.0. El complejo DCCD.F1I.Nbf se dejó a 25 

~ y posteriormente se analizo en un gel de 6A-SDS 

al 13.5 'l. (1). CA) Gel tel'íido con Coomassie, y (8) Fluorescencia 

del gel sin tefiir colocado sobre un transiluminador de UV. El 

carril 2 tiene el compleja DCCD.F1I-N-Nbf entrecruzado con EEDQ en 

las condiciones de la figura 11. Nota: en el gel (a) l~ proleina 

se ve difuna debida a que se tifió con Caornassie 8 dias después de 

correr el gel. 
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fun.cionaL evidenciada por la reactívídad diferencial a ínhíbidares 

CNbf, DCCD y PI>, además de la a..~im.etria estructurai a nivel de 

las subunidades ~ del complejo. Dada par la existencia de una sola 

copia de las subunidades pequeNas Cy, 6 y e>. 
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D I S C U S I O N 

l.- CARACTERISTICAS DEL COHPLEJO F~I SOLUBLE . 

En 1975 Feinstein y Maudrianakis, describieron un método para 

purificar el ~ampleja Fil soluble de mitocandrias de corazón de 

res, que se obtiene con una actividad hidrolitica de 1-2 µMol 

"'rilin7'°1 mg-1
• Posteriormente C 1984), encontraron que este complejo 

puede alcanzar su actividad hidrolitica máxima incubando a 

temperaturas altas en presencia de ATP <Activación). En nuestro 

laboratorio obtuvimos una preparación similar partiendo de 

psm-MgATP que tienen un alto contenido de PI Cver métodos) En este 

complejo, semejante a lo que se observa en las psm-MgATP (Beltrán 

y Col. 1984), la activación depende de la temperatura y del pH 

·(fig, 5), Igual que en las psm Mg-ATP, el proceso de activación 

involucra la salida de la PI del sitio de inhibición (fig. 6>. 

Nuestras observaciones en las que la enzima puede activarse hasta 

un 20 'l. sin perdida ostensíble de PI, apoyan la propuesta de que 

existe un sitia no inhibitorio para la PI (Van de Stadt y Col. 

1973; Dreyfus y Cal. 1981; Rousling, 1987; Lótscher y Col. 1984b>, 

y sugieren que este sitio se encuentra en la superficie de la 

enzima. Estos resultados estan de acuerda con lo encontrado por el 

grupa de Capaldi CLótscher y Col. 1984b) en ECF1, en donde 

muestran que la interconversión de·la enzima de una forma con baja 

actividad hidrolitica a una de alta, bajo la acción del detergente 

óxido de laurildimetilamina CLDADl, se debe a la liberación de la 

acción inhibitoria de e en en la subunidad ~, sin que se remueva 

ésta del complejo ECFt. 
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lI. - FORNAClON DEL DI !1ERO (1. PI POR nrrR!XRUZAHI ENTO DEL 

COHPLEJO Fil CON EEDQ. 

La actividad hidrolitica del complejo nativo F1I Cfigs. 7, B, 

y 9), igual que en la Fi carente de PI CPougeois y Col. 1978) y la 

ECF1 (Satre y Col. 1983), se inhibe por el reactivo entrecruzador 

EEDQ que puede catalizar la formación de un enlace amida entre un 

carboxilo y un amino vecino. 1 Mg +z 
Se ha descrito que e a 

concentraciones de 2 mM protege a la F1 de la inactivación por 

EEDQ, siendo más evidente este efecto al aumentar la concentración ' 

+z . de Mg hasta 10 mM. Esto ha 11 evado a sugerir que el si ti a de 

acción del EEDQ, igual que el del DCCD <Pougeois y Col. 19791 1 se 

encuentran muy cerca del sitio de unión del Mg+z libre en la 

Mg
+z enzima, ya que el sitio activo no tiene como tal (Senior 

1981). En las condiciones de incubación del presente trabajo del 

complejo Fil c:on EEDQ., observamos (fig, 10> que la presencia del 

substrato de la enzima CMgATP> a una concentración de 2 mM a 

di ferenda del Mg +z 1 ibre, .no tiene ningun efecto protector en la 

veloci~ad de inactivación. Para nuestros objetivos la presencia de 

MgATP durante el tiempo de incubación de la F1I con el EEDQ es 

importante, debido a que la hidrólisis favorece que la PI 

permanezca en su sitio inhibitorio <Gómez-Fernandez y Radda, 1978; 

Beltrán y Col. 1984). El análisis electroforético del complejo Ftl 

inhibido con EEDQ (fig. 11', muestra. que en éste, como en la Ft 

reconsti tuída con PI E:!!ngena O<Iein y Col. 1980), el EEDQ da lugar 

a bandas entrecruzadas de pe50 molecular mayor que las subunidades 

o: y (J. Entre los complejos entrecru:tados, existe una banda ("X") 

con pE!so molecular aproximado de 66 KOa que aparece solo cuand,o la 
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PI exógena <IGein y Col. 1980), ó la endógena Cfig. 11> está - presente en la F1. 

La separación del compleja F1I entrecruzado en un gel de -
PA-SDS, muestra que existe una correlación rmti-e la desaparición 

- de la banda correspondiente a la PI (fig. 12) y la aparición de la 

banda con PM de 66 KDa. 

- El usa de anticuerpos Anti-PI y Anti-~ (fig. 13) nos permitió 

comprobar que efectivamente la banda de 66 KDa que se obtiene par 

entrecruzamiento del complejo nativo Ftl con EEDQ, corresponde a 

un dimero y que está formado por la PI y una de las subw1idades ~ 

del complejo. Esto~ resultados, y el hecho de que en el sistema 

reconstituido con PI exógena, ésta también forma parte de la 

banda de 66 KDa, sugieren que en la F1I nativa, una subunidad ~ 

está en contacto con la PI, independientemente de la historia del 

complejo. 

El dimera "~.PI"· también se forma cuando la F1 soluble ó 
1 

particulada se reconstituyen can la PI exógena y se entrecruzan 

con EDAC que es otra carbadiimida que actúa como reaclivo 

entrecruzador "sin grupo espaciador" (Jackson y Harris, 1983). Por 

otro lado, el entrecruzamiento de la ECF1 con EDAC CLótscher y 

Col. 1984al, produce el dimero "~.e" que es equlvalente a "~.PI", 

debida a que la subunidad e parece desempenar las funciones de la 

PI en la ECF1 CSterm'leis y Smi th, 1980; Dreyfus y Satre, 1984). El 

uso de reactivos entrecruzadares "sin grupo espaciador" como el 

EEDQ y el EDAC, seguida de análisis electraforética, ha resultado 

de utilidad en el estudia de las complejos F1I nativa y Ft 

reconstituida con PI exógena, ya sea soluble (Klein y Cal. 1980; 

Jackson y Harris, 1984 y· el presente trabajo), 6 par ti culada 
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(Jackson y Har·ris, 1984), debido a que de esta manera es posible 

seleccionar la subunidad r quQ interactúa con la PI. 

Al hacer la inmunodetección de las subunidades r, en la 

FtI-entrecruzada con el anticuerpo Anti-r, se identificó en la 

banda de 66 KDa la subunidad """ (fig. 13 y 16>, sin embargo no se 

observaron bandas de precipitación a nivel de los complejos de PM 

mayor que el dímero "r.PI"; A pesar de que los experimentos con 

C14
CJDCCD Cfig. 16 y 17) demostraron que en dichos complejos 

participa la subunidad r. Esto podria deberse a que la 

concentración de anticuerpo usado no fuera la adecuada para el 

reconocimiento de esos complejos. 

El marcaje con [14CJNEM del complejo F1I entrecruzado (fig. 

14), demostró que en el dimero de 66 KDa no participa ninguna de 

las 3 subunidades Ca, r y e) que poseén residuos de cisteina y que 

se marcan con NEM (Senior, 1970), Esto confirma que dicha banda 

. corresponde al dimero "r.PI". 

El hecho de que tanto en el sistema nativa como en el 

reconstituido la PI se encuentre interactuando can una subunidad 

~' no descarta la posibilidad de que las interacciones de ambos 

complejos puedan ser diferentes. Experimentos comparativos entre 

el complejo nativo FtI y Ft.PI reconstituido han demostrado que 

ambos complejos no se comportan igual CWarshaw y Col 1963; Galante 

y Col. 1981; Valdés y Dreyfus, 1987). 

lI l. - REACTIV I DAD DH COHPLEJO Ftl NATIVO AL DCCD. 

La reactividad del complejo Fil frente al DCCD, es similar al 
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descrito para la F1 (Pougeois y Col. 1979). La unión de un mol de 

14 de [ CJDCCD par Ftl (fig. 15 Bl, inhibe en un 95 f. (fig. 15 A> la 

actividad hidrolitica (expresada al máximo) del complejo. El 

análisis electroforético del complejo F1I modificado con [
14

CJDCCD, 

mostró que tanta en éste como en la Ft carente de PI, la· fijación 

del DCCD es en la subunidad ~ (fig. 16 A y B>. La selección por 

entrecruzamiento con EEDQ, de la subunidad 11 (31 11 que interactúa can 

la PI (fig. 16 Cl, demostró que ésta subunidad "~1 11 na reacciona 

can el [14CJDCCD. Analizando detenidamente, los r-esul tadas del 

grupo de Vignais OGein y Cal. 1980) en que marcan con [ 14CJDCCD al 

sistema reconstituido sin eliminar el exceso de PI, se observó que 

solo una porción muy peque~a de la radioactividad total de las 

subunidades ~se encuentra a nivel del dimero "r.PI". De acuerdo 

can ésto, es posible suponer que la sintesis y la hidrólisis del 

ATP que cataliza el compleja Fil particulado <Beltrán y Cal, 1986), 

se realiza en una eniim~ que no tiene las tres subunidades n 
funcionalmente equivalentes. Esta conclusión está de acur?rda con 

los resultados obtenido~ en ECF1 por el grupo de Capaldi <Tomassino 

y Capaldi, 1985; Lotscher y Capaldi, 1984) 1 quienes demostraron que 

el complejo "~.e" en el que la subunidad e, equivalente funcional 

de la PI CSternweis y Smith, 1980; Dreyfus y Satre, 1984>, no 

r-eacciona con DCCD. Esto sugiere que probablemente todas las H+-ATP 

sintetasas funcionan con subunidades ~ nó equivalentes. 

Trabajos anteriores <Laikind y Col., 1985) demostraran que el 

EEDQ actúa en la Ft activando el residuo de Glu-(3199. Dado que este 

reactiva produce el entrecruzamiento de la F1 can la PI, es muy 

probable que la PI se encuentre ínter-actuando con ese residuo de 

Glutámico. Esta explica por que ~l Glu-n199 de una subunid~d n 
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puede fijar, ó la proteína inh~bidora, 6 PI DDCD, pero no ambos 

inhibidores a la vez. 

Los resultados de análisis elec~roforéticos de la Ft 

modificada con 2 mol.es de [14CJDCCD, indican que se puede 

reconstituir con PI ex69ena <Fig. 17Al. Al seleccionar por 

entrecruzamiento la subunidad (11 que inte1·ac:túa con la PI (fig • 

17Bl, observamos que tampoco en este caso hay radioactividad en el 

dimero (1.PI. Estas resultados confirman que la PI y el DCCD no 

pueden interactuar con la misma subunidad ~· 

IV.- REACTIVIDAD DEL COHPLEJO Ftl NATlVO AL Nbf. 

A) CON TIROSINA ~3tf Y CISTEINA. 

El Nbf se utilizó como otro inhibidor e~pecifico de la 

actividad hidrolitica de la Ft-ATPasa ·que reacciona con las 

subunidades ~ del compleja. Can este reactivo, igual que con el 

DCCD, el EEDQ y la PI, la enzima presenta un tercio de roactividad 

en las subunidades ~· Esta es, que la unión de 1 mol de cualquiera 

de estos inhibidores por mol de enzima, es suficiente para inhibir 

cooperativamente la actividad hidrolitica en un 95 l., a pesar de 

que el complejo tiene tres copias de la subunidad ~ con estructura 

primada idéntica. En el complejo nativo Ftl, el Nbf es capáz de 

inhibir la actividad hidrolitica (fig. 18, 19 y 20>. Esta 

inhibición es dependiente de la concentración de inhibidor Cfig. 

18> y del tiempo de incubación Cfig. 19 y 20). 

Por datos anteriores, sabemos que la inhibición de la 

actividad hidrolitica de la Ft por Nbf se d~be a la modificación 

116 



r 

... 
especifica del residuo de Tir-~311 (Ferguson y Radda, 1975a; 

Andrews y Col., 1984) de una de las subunidades ~del complejo, y 

que esta inhibición puede revertirse 100 Z por DTT. En el compleja 
... 

FtI derivatizado con Nbf CNbf.F1Il la reversibilidad también es 

.. total. Esta conclusión derivó de datos espectrofotométricos (figs. 

-
-

...• 

23, 24 y 25) y no se pudo establecer a partir de medidas de 

actividad catalitica (figs. 20, 21 y 22>, ya que la interpretación 

de éstos óltimos resultó ser un poco ambigua. 

Aunque el Nbf es muy reactivo con grupos -SH CBirkett y Col. 

1970), Ferguson y Radda (1974) demostraron que los residuos de Cis 

de las subunidades ~, r y e de la F1 <Senior, 1970), no 

reaccionaban con él. Sin embargo, en nuestras condiciones, tanta 

la Ft (fig.27 B>, como la FtI (fig. 24 y 27 Al muestran un miximo 

de absorbancia a 420 nm, caracteristica de la unión Nbf-S-Cis. 

Para diferenciar esta unión a grupos -SH de la unión Nbf-N-Lis, 

siendo ambas fluorescentes, se utilizó la reversibilidad por DTT 

que es exclusiva de la unión Nbf-S-Cis. Esto eKplica la 

reversibilidad de la fluorescencia que se obtuvo al tratar el 

complejo Nbf.F1I con DTT (fig. 23 B>. El glutatión actúa de manera 

similar al DTT, revirtiendo la inhibición de la actividad 

hidrolitica del complejo Nbf.enzima, pero a diferencia de este 

último, el glutatión forma una unión covalente con el Nbf mediante 

su grupo -SH, dando como resultado un mlximo de absorción a 420 

nm. Esta caracteristica del glutatión, nos permitió calcular, a 

partir de los espectros, la estequiometria Nbf:F1I, a nivel de 

tirosina y lisina. Esta es similar a la que presenta la Ft carente 

de PI, y es de 1 mol en Tir y 0.2 moles en Lis (fig. 25). La 

diierencia importante entre este trabajo y el reportado con 
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anterioridad <Ferguson y Col.,, 1975a>, radica en la reactividad 

del Nbf con dos grupos -SH, tanto en Fil (figs. 23, 24, 27 y 28), 

corno en la Ft (figs. 27 y 28), lo cual se manifiesta en los 

espectros de absorbancia (fig. 27) y de fluorescencia (fig. 28) de 

los complejos Nbf.enzima. Este comportamiento lo observarnos en 3 

preparaciones de F1, obtenidas por métodos diferentes <Penefsky, 

1977; Tuena y Gómez-Puyou, 1977 y Ft obtenida a partir de FiI 

.,.MÉ1tpdos de este trabajo). Sabemos que el número de residuos de 

Cisteina accesibles a reactivos contra -SH varia dependiendo del 

reactiva que se use para detectar-lo, de las condiciones de 

incubación, y del método de obtención de la Fi. También se conoce 

que la actividad hidrolitica de ésta <Penefsky y ~lamer, 1965> y 

de la Fil·, no se al ter a por la modifir.:ación de grupos -SH. Por 

otro lado e independiente mente del 1~eact i vo anti-SH que se 

utilice, y del método empleado en la obtención de la F1 1 la enzima 

siempre tiene accesible, por lo menos,. un grupo -SH. La 

discrepancia con los trabajas del grupo de Radda (Ferguson y Col. 

1975a; Ferguson y Radda, 1974>, en el cual estudiaron la 

reacti vid ad de 1 a Ft con el Nbf, que ti ene una gran capacidad de 

reaccionar con grupos -SH, y en la que no encontraron esta unión, 

no es clara, sin embargo nuestros resultados son acordes a los 

obtenidos por el grupo de Allison CCeccarelli y Col., 1989). Al 

modificar la CF1 can Nbf, ellos, al igual que nosotros, 

encontraron que en ese complejo, el Nbf además de reaccionar con 

la Tir-~311, modifica residuos de Cis. Esta modificación de -SH la 

eliminan preincubando la CF1 con iodoacetamida, que los bloquea 

sin modificar la actividad enzimática. 
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8) CARACTERISTICAS DE LA ACTIVACION 

DE LOS COHPLEJOS Nb f. F1 Y Nb /. Ftl . 

las condiciones de activación del complejo Fil, favorecen la 

salida de la PI de su sitio de inhibición, y permiten que la 

enzima exprese su actividad hidrolitica méxima (fig. 6). Estas 

condiciones no pueden usarse para conocer el grado de inhibición 

real , del complejo Nbf.F1l debido unicamente al Nbf. Esto se debe 

a que las condiciones de activación de los complejos Ft y Fil 

modificados con Nbf en diferentes grados, (fig. 26>, provoca 

hidrólisis parcial del Nbf unida a nivel de Tirasina Cf ig. 27 

máximo a 385 nml. 

Sin embargo, aunque na es posible determinar exactamente el 

grado de inhibición de la catálisis, se encontró que la 

modificación del complejo FtI con Nbf no afecta la salida de la PI 

por activación (Tabla I). Esto a pesar de que los dos inhibidores 

<Nbf y PI>, interactúan con una subunidad ~· 

C) TRANSFERENCIA DEL Nb/ DE Tir-~3it A Lis-~t62 EN F1 Y Ftl 

La ·incubación a pH 9 durante ·15-20 hrs del compleja Ftl 

modificado con Nbf, induce la transferencia de este último al 

residuo de Lis-~162 Cfigs. 29, 30 y 31). Esta es similar a lo_ .que 

se obtiene en la Ft carente de PI CFerguson y Col. 1975b; figs. 30 

y 31). Durante la incubación de los complejas Nbf.Ft Cfig. 30 A y 

Nbf.F1I (fig. 30 Bl, en condiciones alcalinas, hay hidrólisis 

esponténea de una porción del Nbf unidQ a ambos complejos CTing . y 
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Wang, 1980). En nuestras condiciones a pH 9.0, si existió 
• 

transferencia de Nbf a la Lis-~162; Esto se concluye a partir del 

1111 hecho de que se detectó aparición del máximo de absorción a 475 nm 

(fig. 29) y aumento de fluorescencia con un máximo a 480 nm del 

··I 

espectro de excitación, al final de la incubación de los complejos 

Nbf.F1 Cfig. 30 Al y Nbf.F1I Cfig. 30 B> en condiciones alcalinas. 

La cantidad de Nbf que se recuperó en la Lis-~162 por. las 

condiciones alcalinas, es similar (fig. 31) en Ft C0.7 moles) y en 

Ftl CO. 8 moles). 

C-D EFECTO DE NUCLEOTI DOS EN LA TRANSFERENCIA DEL Nb/ DE 

Tir-~3tt A Lis-~162 EN F1 Y Ftl. 

Los estudios comparativos entre Ft <fig. 32 Al y Ftl (fig. 32 

D> mostraron que la inhibición de ambos complejos por Nbf, es 

independiente de la presencia de nucleótido en el medio de 

incubación Cfigs. 20 1 32 ~y B>. De acuerdo con los resultados 

obtenidos po1r otros autores CFerguson y Col. 1975b) para Ft, 

confirmamos que la enzima necesita del nucleótido para mantenerse 

estable durante las condiciones de transferencia a la Lis-~162 

Cf ig. 32 Al. 

La velocidad de transferencia intramolecular del Nbf en los 

complejos Nbf.F1 y Nbf.F1I, aumenta de manera importante en 

ausencia de nucleótido, ya que el tiempo de incubación de 18-20 

hrs Cfigs. 29, 30 y 31), disminuye a 60 min Cfig; 32). Además y de 

acuerdo con lo encontrado con antC?r-ioi-idad CF8rguson y Col. 

1975b), se observa que la inestabilidad de la Ft en ausencia de 
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nucleótido, se hace más evidente a pH 9.0. 

El análisis electroforético del complejo Nbf-N-F1I, en geles 

de PA-SDS, muestra que la fluorescencia debida a la unión Nbf-Lis, 

se encuentra ligada a la subunidad ~ (fig. 33 A>, que esta de 

llill acuerdo con lo descrito para la Fi carente de PI (fig. 33 B y C; 

Ferguson y Col.,, 1975b). Por otro lada y de acuerdo con los 

resultados obtenidos con el complejo Nbf-N-CF1 <Ceccarelli y Col. 

1989), encontramos que el complejo Nbf-N-F1I (fig. 33 A>, y el 

Nbf-N-F1 (fig. 33 Bl, separados en un gel de PS-SDS, pr~sentan un 

.,.. poco de fluorescencia a nivel de la subunidad y. Esta 

fluorescencia, que.es de menor intensidad CBirkett y Col. 1970) 

que la que se observa por la union Nbf-Lis, se debe a la 

interacción Nbf-S-Cis CCeccarelli y Col. 1989). 

·J 

La selección por entrecruzamiento, de la subunidad ~1 que 

interactúa con la PI, nas permitió demost1·a1· que ésta subunidad (h 

tiene accesible la Lis-~162, ya que p~rmite la modificación 

fluorescente con Nbf (fig. 34) a pesar de la presencia de la PI. 

Esto es independiente de q~e el entrecruzamiento de la enzima se 

haga posterior a la modificación con Nbf (fig. 34 carril 5>, antes 

de ésta (carril 6), 6 después del marcaje con Nbf en Tir y Cis y 

antes de la transferencia a Lis Cfig. 35). Esto senala ~ue el 

entrecruzamiento no modifica la accesibilidad de los residuos que 

toman parte en la transferencia, sin embargo, no podemos descartar 

la posibilidad, de que en el complejo nativo Fil la transferencia 

del Nb-f de Tirosina o de Cisteina a la Lisina, sea inlermolec-ular 

a diferencia de lo reportado para la Ft carente d.e PI <Ferguson y 

Col., 1975al. 

Los resultados del presente trabaja difieren de lo encontrado 
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por Brag y Hou (19861, al modificar con Nbf el complejo Ft soluble 

de E. col i <ECFi). En ose sistema observa1·on que la subunidad (11 

que interactúa con Ja "e" (equivalente funcional de la PI 

Sternweis y Smith, 1980; Dreyfus y Satre, 19841 1 el sitio del Nbf 

está impedido por la presencia de la subunidad e en esa 11 (3 11
• 

Debemos tener presente que en la Ft-ATPasa mitocondrial, a 

diferencia de la de bacteria y la de cloroplasta 1 el inhibidor 

'"...!.-. 1 ~-r1atu1·al <PI>, es una probüna adicional que aumenta la complejidad 

del sistema. 

Observamos además que la modificación del complejo Ftl con 

DCCD, no altera. ni impide la entrada del Nbf a la Lis-(1162, 

seguida por el ma1·caje fluorescente de la subunidad (11 que 

interactúa con la PI Cfig.36). 

El complejo Nbf-N-F1I-entrecruzado, separado en geles 

desnaturalizantes Cfig. 34, 35, 36>, muestra fluorescencia en el 

dímero (1.PI y a nivel de las subunidades (1 libres de PI, senalando 

que el Nbf puede unirse a cualquiera de las subunidades (1 con o 

sin PI. También podrian esfar cuntribuyendo subunidades (h que 

interactúan con la PI, pero que no sufrieron entrecruzamiento. 

Resumen: En el p1·esente tr-abajo demosttramos que la subunidad 

(11 que interactúa con la PI <fig. 37), acepta el marcaje 

fluorescente con Nbf, pero no la modificación con DCCD Cfig. 37). 

Estas resultadas, sugieren que el complejo nativo Fil ·soluble 

paseé una Asimelria eslructv.rai dada par- las subunidades pequel'ia!; 

<r, 6 y el y por el inhibidor natur-al Pl. Esta se traduce en una 

Asimetría funcional de las subunidades 11 (1 11
• Esto se basa cm: 1> El 

DCCD no modifica la subunidad 11 (1 11 que interactúa con la PI en el 

complejo Fil; esto es independiente de que la enzima se exponga 
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primero al DCCD 6 a la PI Cfig. 16 y 17>; 21 La modificación del 

~omplejo nativo Ftl con DCCD, no impide el marcaje fluorescente de 

la subunidad ~1 con Nbf, y 3) La modificación fluorescente de la 

subunidad ~1 con Nbf es igual e independiente de que la enzima se 

Jllll entrecruce con EEDQ antes o después de deri vatizar con Nbf (fig. 

! lill 

-
-

34 y 35). Esto sugiere que la Asim.etria de las subunidades ~ es 

permanente. 
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