.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS
PROFESIONAL Y DE POSGRADO
DEL COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES
INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

"INHIBICION DE LA F,FJV-ATP SINTETASA MITOCONDRIAL

CON TRIFLUOROPERAZINA: PROTECCION CON Pi + ADP"

POR

JOSE DE JESUS GARCIA TREJO

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE LICENCIADO

EN INVESTIGACION BIOMEDICA BASICA

MEXICO, D.F. 1992.

r TFSIS CON

«-y




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



ABREVIACIONES Y SIMBOLOS.

XF,F,

A“’K»
DMSO
DCCD
PSM
TFP
TFP
TFp™
ATPD

ADP

NADH

X aparece como M, C, o E, y corresponden la los
complejos F,F, de mitocondria, cloréplasto y E. coli.
respectivamente. ‘
Potencial electroquimico de protones.
Dimetilsulféxido.

Dicicloexilcarbodiimida.

Particulas submitocondriales.

Trifluoroperazina.

Radical libre de trifluoroperazina.
Trifluoroperazina fotomodoficada.
Adenosintrifosfato.

Adenosindifosfato.

Fosfato inorgénico.

Constante de Michaelis aparente.

Luz ultravioleta.

Nicotinadenindinucledétido reducido.



ABREVIACIONES Y SIMBOLOS.

XF,F,

Ap,,
DMSO
pceb
PSM
TFP
TFP
TFP™
ATP

ADP

NADH

X aparece como M, C, o E, vy cprresponden la los
complejos F;F; de mitocondfia, cloroplasto y E. coli.’
respectivamente.

Potencial electrogquimico de protones.
Dimetilsulféxido.

Dicicloexilcarbodiimida.

Particulas submitocondriales.
Trifluoroperazina.

Radical libre de trifluoroperazina.
Trifluoroperazina fotomodoficada.
Adenosintrifosfato.

Adenosindifosfato.

Fosfato inorgénico.

Constante de Michaelis aparente.

Luz ultravioleta.

Nicotinadenindinucledtido reducido.



INDICE

Introduccién.
El ATP como intermediario energético.
Mecanismos de sintesis de ATP intracelulares.
La F,FH'-ATP sintetasa.
Funcién de las subunidades del complejo F,.
Funcién de las subunidades del complejo Fg.
Caracteristicas funcionales del complejo F,F,.
Hipétesis del sitio catalitico de la F,
como un microambiente hidrofébico.

Objetivo

Métodos.

Resultados.

Discusidn

10
16
18

21

29
35
36
38

55



INTRODUCCION

El1 ATP como intermediario energético.

Si alguien se preguntase los requisitos necesarios para
calificar a algun ente como ser vivo, ademas de la
autoreproduccién, un criterio importante seria la existencia de un
intercambio de materia y energia con el medio externo en un estado
fuera del equilibrio termodinamico. Bajo estas restricciones las
bacterias son entonces la esencial expresién de vida.

El alto grado de organizacidn estructural y funcional de los
seres Vivos es una caracteristica que anteriormente parecia una
contradiccién a la segunda ley de la termodinémica, ya que esto
significaria en términos generales gque la entropia de los seres
vivos disminuiria con el paso del tiempo. Sin embargo, si se
cuantifican los cambios entrdpicos intra y extracelulares en
realidad se espera un aumento en la entropia total del universo
proveniente de los procesos irreversibles que ocurren dentro de la
célula (1]. La posibilidad de realizar estos procesos irreversibles
es dependiente del consumoc de energia del medio externo en forma de
nutrientes (metabolismo) o de luz (fotosintesis).

Para la célula, la posibilidad de hacer reacciones
irreversibles requiere que se mantenga fuera del equilibrio la
reaccién de hidrdlisis del ATP. Desde los afios 40, Lipmann [2]

Propuso un esquema para la sintesis y utilizacién del ATP, donde el



fosfato inorgédnico (Pi) sufre un constante recambio en un ciclo
energético que se inicia con la sintesis de compuestos fosfatados
con enlaces de "alta energia"; estos enlaces al hidrolizarse
aportarfian energia para las diferentes funciones celulares. Esta
visién se ha corregido por observaciones termodinadmicas importantes
{3]. La energia potencial la mide el AG de algin proceso, el cual

se define para una reaccidn quimica

Mz, % Mis
ITta,) v ) RELA [Ia

ieq] vi )

G=RT1
ag-Rrint Kz (1

PL-1-4

donde [Bi]“ es la actividad de producto i1 en condiciones
experimentales, elevado a su correspondiente coeficiente
estequiométrico v, A se refiere a reactivos y eq a condiciones de
equilibrio.

En esta ecuacidn, se observa que la maxima energia disponible
para un acoplamiento es funcién de la diferencia que existe entre
las condiciones in vitro o in vivo y la situacién de equilibrio.
Esto implica que la energia usada para cualquier reaccién o proceso
intracelular no proviene de la ruptura del enlace de "alta energia”
del Pi-7 del ATP, sino del desplazamiento del estado de equilibrio
para hidrdlisis de este enlace. Cabe mencionar que el AG® es solo
una forma de expresar la Keq y solo tiene valor como energia
potencial en condiciones estindar, es decir a 1M de reactivos y
productos. Por esta razdn, para contemplar las posibilidades de
acoplamiento energético se debe conocer el grado de desplazamiento

fuera del equilibrio en que se encuentran cada una de las variables

.



del sistema. Para el caso de la hidrdélisis del ATP, se puede

calcular el AG para diferentes condiciones suponiendo una K'(p"7
= 5 .

[Hg)=1om)—lx10 [3]:

Tabla 1 Cambio en energia libre de Gibbs (AG) para la hidrdlisis

de ATP a ADP + Pi como funcién del alejamiento del equilibrio.

(RA) .Radio de K'/RA AG [ATP]/ [ADP]
accidén de ma- (kj/mol) ([Pi]=10mM)
sas

10° 1 0 107

103 102 ~-11.4 1073

10 10% -22.8 1073

1 10° -28.5 1072

107! 108 -34.2 107t

1073 108 -45.6 10

107 100 -57.0 103

RA corresponde al primer miembro entre paréntesis de la

ecuacidén (1), y K' al segundo. In vitro la mitocondria mantiene un

RA de 10°%, de modo que si existieran valores parecidos en la

célula, se podria disponer de 57kj/mol provenientes de la

hidrélisis de ATP.



Mecanismos de sintesis de ATP‘intracelQléres.w

Aunque a lo largo de 1la evolucidén bioldégica se han
desarrollado complejas vias de sintesis y degradacién de compuestos
de acuerdo a las necesidades y entornos de cada especie, en
realidad existen tres tipos de vias metabdélicas por las cuales los
seres Vvivos aseguran su suplemento de ATP: fermentacién o
fosforilacién, refiriéndonos a la fosforilacidén del ADP a nivel de
sustrato, respiracién o fosforilacién oxidativa por transporte de
electrones, y fotosintesis o fotofosforilacién. En este Gltimo tipo
de fosforilacidén también ocurre transferencia de electrones, pero
la fuente primaria de energia es la 1luz, mientras gque en la
respiracién es la oxidacién de diferentes moléculas. De estas tres
vias de sintesis de ATP, la fosforilacidén oxidativa y 1la
fotofosforilacidn requieren de propiedades membranales para el
acoplamiento de procesos escalares y vectoriales, mientras que en
la fosforilacidén a nivel de sustrato ocurren acoplamientos de
procesos escalares que no necesitan un medio anisotrépico y pueden
darse en el citosol.

Para mantener un flujo unidireccional en la sintesis de ATP,
la célula mantiene un constante consumo de material organico &
inorgénico (quimiétrofos), 6 de luz (fotdtrofos). La mayoria de los
pasos metabdlicos tienen equilibrios que favorecen las reacciones
en el sentido fosforilante, y la estructura en cadena de las vias
impide que el sistema se acerque a condiciones de equilibrio. Por

otro lado, el constante consumo de ATP asegura también esta



direccionalidad. Si en algin momento existiese un exceso de ATP, la
célula, aun en las bacterias, puede almacenar esta energia en
forma de glucégeno, o lipidos como en el caso de animales vy
vegetales superiores. Ademas de esto, las enzimas claves de las
vias metabdlicas estén reguladas positiva o negativamente por los
diferentes nucledtidos de adenina, sustratos y/o productos
respectivos, con el objeto de mantener concentraciones
aproximadamente estacionarias de ATP intracelular.

L.a sintesis de ATP a nivel de sustrato por medio de 1la
glucdlisis o fermentacidn se realiza en el citosol con el uso de
enzimas solubles gue acoplan diferentes reacciones. La glucélisis
es un mecanismo gque utilizan las células a lo largo de toda la
escala filogenética y funciona pricipalmente en condiciones donde
a la célula o al tejido le es dificil respirar, o bien en
organismos sin el sistema quimico de la respiracién. Algunas
bacterias anaerébicas fermentan ademds de azlcares, aminoacidos,
bases nitrogenadas, alcoholes, etc. Estas rutas fermentativas se
conocen en gran parte, y se sabe que la sintesis de ATP en todos
estos casos se hace a nivel de sustrato (84].

La respiracién y fotofosforilacién son procesos que dependen
de propiedades membranales. En el primer caso, la oxidacién de
diversos compuestos, como los mostrados en la Fig. 1 se hace por
medioc de una cadena de complejos proteicos membranales que llevan
los electrones hasta un aceptor final. En la fotofosforilacién, la
luz absorbida por los pigmentos fotosintéticos se traduce en un

transporte de electrones a nivel de complejos membranales. En ambos



casos el transporte de electrones se acompafia de una translocacién
vectorial de protones de un lado hacia otro de la membrana. En el
caso de los procariotes la membrana plasmatica es la que realiza la
respiracidén o la fotofosforilacién; en los eucariotes, la membrana
interna de 1la mitocondria y la de 1los tilacoides de 1los
cloroplastos, son las responsables de llevar a cabo la respiracién
y la fotofosforilacidn respectivamente.

El mecanismo de translocacién de protones en cada uno de los
complejos de la cadena respiratoria o fotosintética esta en vias de
esclarecimiento. Aungue se tiene idea clara de la composicién de
cada complejo de la cadena respiratoria, los datos cristalograficos
y de microscopia electrdnica ofrecen solo una visién global de la
estructura y de la disposicién en la membrana. Exceptuando el caso
del complejo bcl, el mecanismo de acoplamiento entre las reacciones
de oxido-reduccién y el transporte de protones es desconocido [3]

Para el caso del complejo bcl, este mecanismo de acoplamiento
se ha podido establecer gracias a el modelo del ciclo Q propuesto
por Mitchel (44), posteriormente corroborade con el uso de
inhibidores del complejo bcl ([45]. El1 complejo bcl transporta
electrones del ubiquinol (QH,) a dos moléculas de citocromo ¢

translocando 4 protones al lado positivo de la membrana.



NADH~Fp

Mitocondria Uo-cit.b~cit.cle~cit.aa’~o,
Succinato-Fp k k :
Paracoccus cit.o
dentrificans NADH-Fp—~UQ~cit.b~cit.clec~cit.aa3-~0,
nitrato reductasa—NOy”
E. coli Succinato-Fp cit.b cit.o~0,
(aerdébica) NADH~Fp —  UQ
Lactato~Fp ™~ cit.b-cit.d-0,
E. coli Formato—(cit.)
(anaerdbica)

NADH-Fp — UK 6 MK~citb—nit.red.-NO;_

NADH~Fp-MK~cit.b~fumaratoreductasa-~furnarato

Bacillus NADH~Fp~MK~cit.b-cit.aa3~0,
megaterium cit.o~0,
Thiobacillus Fe?'-cit.c~cit.a~0,
ferrooxidans

FIiG 1.

Ejemplos de cadenas respiratorias (de ref. 84).

Comunmente, la espontaneidad con la que ocurre la

transferencia de electrones, y la eficiencia con la gue apartir de

este proceso se sintetiza ATP, se explican por medio de los canbios

de potencial redox esténdar AE°', (pH=7). Por ejemplo, el calculo

de la energia libre para la transferencia de electrones desde el
par NAD'/NADH (E°'=~-0.32 V) hasta el par 0,/H,0 (E°'=+0.815 V) se

puede dividir en dos pasos:



NADH-~Fp : :
Mitocondria UQ-cit.b-cit.cle—~cit.aa3-0,
Succinato—~Fp :
Paracoccus cit.c;
dentrificans NADH—Fp-~UQ—cit.b~cit.clc~cit.aa3-0,

nitrato reductasa—NO;”

E. coli 5uccinato—-Fp\ cit.b-cit.o~0,
(aerdbica) NADH-Fp — UQ
Lactato-Fp ™ cit.b-cit.d-o,
E. coli Formato-(cit.)
(anaerdbica) NADH—Fp — UK & MK-citb—nit.red.-NO,

NADH-Fp-MK-cit .b~fumaratoreductasa—fumarato

Bacillus NADH~Fp-MK-—cit.b-cit.aa3-0,
megaterium cit.o-0,
Thiobacillus Fe®-cit.c-cit.a~0,
ferrooxidans

FIG 1. Ejemplos de cadenas respiratorias (de ref. 84).

Comunmente, la espontaneidad con la que ocurre la
transferencia de electrones, y la eficiencia con la que apartir de
este proceso se sintetiza ATP, se explican por medio de los cambios
de potencial redox estandar AE°', (pH=7). Por ejemplo, el célculo
de la energia libre para la transferencia de electrones desde el
par NAD'/NADH (E°'=-0.32 V) hasta el par 0,/H,0 (E°'=+0.815 V) se

puede dividir en dos pasos:



NADH

» NAD' + 2 + H'

+ %0, + 2H" + 28" —» H,0

%0, + H* + NADH « NAD® + H,0

Yy en base a la propiedad aditiva ngTKG°
aG®!=-nIME*'~-RTIOK,, )

se puede calcular un AE°' final de 1.135 V, y por la ecuacién

anterior un AG°'=(-2)(23.061)(1.135V)=-52.2 kcal/mol. Este dltimo

cdlculo se interpreta como la energia aprovechable para la sintesis

de ATP, sin embargo, como se hace notar en la ec. (2)

, el AE°' es

solo otra forma de expresar la K en este caso el valor de la K*eq

eq’
es 1.8%X10%, 1o cual indica que en el equilibrio las especies
predominantes son el NAD' y el agua, sin embargo para conocer 1la
energia potencial aprovechable, es necesario calcular el cambio
potencial redox real (AE) en funcién de cuante se alejan del

equilibrio la relacidn de las concentraciones de NADH,NAD', o, ¥ H*

de acuerdo con la siguilente relacidn:

AE-AE“’—%-TylnM
a1 (3)

donde B se refiere a productos y A a rectivos, y gque en este caso:
AE= 1.135 V - (RT/nF)1ln{[NAD*][H,0]/[NADH][0,1%{H"])
de esta ecuacidn, se puede observar que en la medida gue la

concentracién de NADH aumenta, se produce un valor progresivamente



mas pequefio e incluso negativo del logaritmo natural, esto se

refleja en un signo positivo del AE°', y en consecuencia un AE
positivo creciente. La relacidén entre el AG y el AE es exactamente

la misma gue entre el AG®! y el AE°!':

AG=-nARE (4)

Por lo tanto, a un AE>0 corresponde un AG<0, el cual es la

medida correcta de 1la energia potencial aprovechable para la

sintesis de ATP.

Parte de 1la energia transformada por estas cadenas
transportadoras de electrones se usa en gdJdenerar un Apy,
transmembranal. Desde los afios 40 se tenia la nocidn de que los
procesos oxidantes en medio aerobio producian la sintesis de
intermediarios energéticos fosforilados. En la actualidad, el
modelo mAs aceptado del acoplamiento entre la respiracién o la
fotosintesis y la fosforilacién lo propuso P. Mitchel [4] en 1961.
En este modelo se propone gque la energia del Ap,, es la gue se
utiliza para sintetizar ATP. Dentro de las pruebas experimentales
gque favorecen esta hipdtesis, se ha comprobado que la disipacién
total del Ay, con protonéforos inhibe por completo la fosforilacidn

en sistemas respiratorios y fotosintéticos. Sin embargo, una
objecidén alin permanente es gue no se ha visto una proporcionalidad
constante entre la magnitud del Ap,, y la velocidad de fosforilacién
oxidativa [6]. La linearidad de la fosforilacidn en funcién del Ap,,

es dependiente de qué tanto las variables se encuentran alejadas de



sus pésiciones de equilibrio, por lo que al menos fisiolégicamente
no se espera una linearidad clara entre ambas variables puesto que
se calcula que existe un alejamiento del equilibrio de diez érdenes
de magnitud en la concentracién de ATP respecto a las de ADP y Pi.

Para gue ocurra el acoplamiento entre el Ap,, Y la
fosforilacidén oxidativa se necesita una estructura y un mecanismo
molecular concretos. A la fecha no se han resuelto estas cuestiones
a nivel atémico y molecular, sin embargo se ha identificado y

caracterizado al complejo proteico encargado de tales funciones.

La F,FH'~ATP sintetasa.

La ATP sintetasa de mitocondria, cloroplastos y bacterias,
exceptuando a la de las argueobacterias como por ejemplo la de
Halobacterium halobium, tienen la misma base estructural.
Fundamentalmente, la proteina estad compuesta de un complejo
polipeptidico integral de membrana (Fy) encargado del transporte de
protones, y de un complejo extramembranal (F,) gque cataliza la
reaccidén ATP+H,0 ~ ADP+Pi. La composicién y estequiometria obtenida
hasta ahora de las diferentes subunidades en E. coli, cloroplastos
y mitocondrias se muestra en la Tabla 2 con sus correspondientes
nomenclaturas.

Los datos mds aproximados sobre la estructura global del
complejo F,F, provienen de estudios de microscopia electrénica, en
los cuales se observa la disposicién membranal de F, y 1la

periférica de F; [26]. También se ha descrito una disposicién

10



hexagonal de las subunidades a y B en F,, y la localizacién central
de las subunidades §, 7 y € [25]. Algunos estudios preliminares con
reactivos de entrecruzamiento en 'F, ' sugerian ya un arreglo
cuaternario de este tipo [8].

El modelo mas reciente de estructura cuaternaria toma en
cuenta datos de entrecruzamiento de subunidades tanto de F, como de
F,. En éste se propone que el "cuello" gue une F, a F, estad formado
por las subunidades OSCP, F,, b (provenientes de Fy), 7, 6§ ¥y ¢
(componentes de Fy) [30]. Estudios inmunoguimicos y de
electroforésis bidimensional con mutantes de las subunidades a y B
de la F, de E., coli que afectan el ensamblaje, han mostrado que se
puede obtener el complejo F,F, en ausencia de las subunidades 7 y
€ [37], de esta manera se muestra que estas subunidades aunque sean
miembros de F,, no son necesarias para la unién entre F, y Fg.

Recientemente se ha podido modelar la estructura de la F,
mitocondrial de bovino a una resolucidén de 3.6 & a partir de datos
de difraccién de rayos X ([38]. Con esta resolucidén aun no es
posible detallar todo el curso de la cadena polipeptidica, ni 1la
posicién de todos 1los residuos, sin embargo, se pudieron
identificar las posiciones relativas de las subunidades a« y B. En
la celda unitaria del cristal se acomodaron dos moléculas de F,
conectadas por un eje de simetria triple. Esto implica que 1la
unidad asimétrica de cada molécula de F, estd formada por un par de
subunidades /B con un tercio de las subunidades 71, § y €.
Lamentablemente, debido al arreglo del par de moléculas de F, en la

celda unitaria, las subunidades pequefas no se acomodaron conforme

11



a 'la simetria del cristal (su localizacién en la celda unitaria fué
al azar), y por lo tanto, no se detectd densidad electrdnica de
estas subunidades.

Tabla II*. Composicidn y estequiometria de la F,F, ATPasa de E.

coli, cloroplaste y mitocondria.

E. coll Cloroplasto Mitocondria mol/molF,F,
Fy
a [+ a 1
B ) B i
T T T 1
6 8 oscp* 1
€ € ) 1
- - € 1
- - Inhibidor 1
- - 9kd (levadura) 1
- - 15kd ( " ) 1
Fo
a sub IV sub 6 1
b sub I sub 4 2
c sub III sub 9 6-12
- sub IX - 1
- - F,' 2
- - d 1
- - sub 8 (o A6L) 1
- - R 2

* Elaborada de una combinacién de refs. 8 y 26.
+ Subunidades localizadas en el cuello.

++ Localizacidn y estequiometria aun no definida.

Los estudios de difraccién de rayos X se hicieron en presencia
de algunos compuestos organomerciricos; en particular el mersalil

es el que proporciond la identificacién de las subunidades a y B.
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.El. Hg. del mersalil .se unidé .a tres sitios con .una afinidad
relativamente alta (0.1mM). Se conoce (a) que a estas
concentraciones el mersalil se une preferencialmente a residuos de
cisteina, (b) que en la F, de bovino solo las subunidades 7 y «
tienen cisteina, y (c¢) la secuencia de residuos en esta regién de
unién del metal. Por lo tanto, se identificaron a las subunidades
gque unieron mersalil como las c.

De este modo, se propuso un modelo del arreglo de los pares
a/B en el cual se podria colocar un trimeroc de subunidades B en un
plano fisicamente separadas, y otro trimero de subunidades o en un
plano paralelo al de subunidades R, con contactos a—a en el centro
de la molécula vista desde cualgquiera de los dos planos, existiendo
contactos a-B8 en medio de ambos plancs (Fig. 3b). Esta estructura
es similar a la propuesta con base en el andlisis rotacional de
fotografias de microscopic electrénico ([28] y resultados de
entrecruzamiento [8]. De estos estudios se propuso un arreglo
haxagonal de las subunidades a y B, como si la molécula tuviera un
arreglo de 6 subunidades a o B repetida en la misma orientacién
(Fig 3a), mientras que la estructura cristalogrdfica muestra gque
la F, es un trimero de pares ¢/f. En el modelc hexagonal, los
contactos a¢-B con sus respectivas regiones homdélogas (por ejemplo
sitios de unidn a nucledtidos) serian posibles solo en el centro de
la molécula por donde pasa el eje triple de simetria, mientras que
en la estructura cristalogr&fica, este tipo de contactos podria
hacerse en cualquier punto de interfase entre a y R. Estas

observaciones son importantes, ya que comoc se mencionara
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Fig. 3a. Modelo estructural de la F, Mitocondrial basado en el
andlisis rotacional de fotografias del microscopio electrénico .
Las subunidades a y 5 muestran un arreglo hexagonal , posiblemente
de forma alternada a/B. En la parte central se observa una masa tal

vez proveniente de las subunidades €, 1 y §. Tomado de ref. 28,
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fig: ;: Estructura cuaternaria de la F, ATPasa a 3.64 de

resoluc1on ;Se muestran los &atomos Ca como esferas de 3.6 de

] ‘sub By« respectlvamente, B, complejo asf3; con las
's @ ‘D~ F tres cortes de 30A de grueso de Varriba"
'Los circulos en amarlllo corresponden a  las

hacia  "abaj

posiciones del mersalil. Tomado de ref. 38.
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posteriormente, es posible que el sitio catalitico se encuentre

suituado en una interfase a/B.
Funcién de las subunidades del complejo F,.

Tanto F, como F, pueden separarse {fisicamente y tener
funcionalidad independiente. En el caso del canal para H* F,, por
experimentos de reconstitucidn en protecoliposomas (8) y de genética
(9), se demostrd que se necesita de las subunidades a (IV o 6), b
(L o 4) y ¢ (III o 9) para que el complejo transporte protones. Las
funciones de las demds subunidades de F, presentes en cloroplastos
y mitocondrias no estdn claras. En F;, se ha podido detectar
actividad de ATPasa con la subunidad B aislada de R. rubrum [6],
con heterodimeros o,8, y hexameros o;B; preparados de la bacteria
termofilica PS3 [7]. No se ha reportado actividad de ATPasa de la
subunidad o pura, aungue se sabe gue puede unir ADP [10], Yy que
tanto la subunidad @ como B tienen conservada en su secuencia el
sitio que se ha designado como el de unidén a nucledtidos de
adenina. En general, se acepta que el sitio catalitico en F, se
encuentra en la subunidad 3, sin embarge, con base en experimentos
de unién covalente de nucledtidos fotoactivables, se ha propuesto
a la interfase entre subunidades a y B como la posible localizacidn
del sitio catalitico (11-13).

Respecto a las demds subunidades en la molécula de F,, 1la
subunidad € de CF1 (o § de mitocondria) tiene propiedades

inhibitorias [82] y secuencia semejantes {83] a 1la proteina
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inhibidora de mitocondria. Los experimentos de reconstitucién de
MF, sefalaban a la subunidad 7 como componente indispensable para
la actividad de ATPasa de complejos ¢,B;, pero como se indicé
anteriormente, esta actividad no requiere de la presencia de 1la
subunidad 7. Actualmente se le ha asignado a esta subunidad una
funcién en el ensamblaje de F,, puesto que se ha observado en E.
coli que algunas mutantes de terminacidén (que substituyen un codén
normal por uno de terminacién) en la regidén carboxiterminal, vy
mutantes de delecién en la regidén aminoterminal de esta subunidad,
muestran bajas actividades de ATPasa (<10% de la proteina control
como resultado de un ensamblaje casi nulo) [37])]. Estos datos
resultan interesantes ya gque se sabe que precisamente las partes
amino y carboxiterminal de la subunidad 7 estan muy conservadas
evolutivamente.

La denominacién OSCP (Oligomycin Sensitivity Conferring
Protein) de otra de las subunidades se debe al hecho de gque durante
la sintesis o la hidrélisis de ATP, su presencia en el complejo
MF,Fy permite obtener sensibilidad al inhibidor oligomicina que
interactua uniéndose probablemente a la subunidad 6 de MF,. Esto
indica que esta subunidad influye, directa o indirectamente, en el
flujo de protones entre F, y F;. Por otro lado, los estudios de
entregruzamiento de subunidades, y de ensamblaje in vivo con
técnicas de biologia molecular, indican gue OSCP interactua con F,
y que facilita la interaccién entre F, y F, [8].

La proteina inhibidora de WMF1 es un factor gue inhibe 1la

actividad de ATPasa de la F,, pero que en presencia del 0p, esta
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propiedad disminuye permitiendo una sintesis mds efectiva. No esta
claro si este proceso ocurre por el reacomodo o la disociacién
completa de este péptido de F, (para revisidn ver ref. 21).

De la Tabla 2 y los datos mencionados es claro que la EF,F, es
el complejo funcional més simple de la ATP sintetasa, es decir, que
sus subunidades constituyentes satisfacen los requisitos
estructurales necesarios para el acoplamiento entre el Ap, vy la
sintesis o hidrélisis de ATP. Los polipéptidos adicionales que
estan presentes en cloroplastos y mitocondrias contribuyen a otras
funciones adicionales como la estabilidad, la regulacidén, 1la
biogénesis y la eficiencia de la molécula. Por ejemplo, se sabe que
la velocidad de catédlisis de MFl es =40 veces la de EF1 [8], Yy que
la constante de velocidad de liberacién de Pi durante catalisis con

ATP saturante es =15 veces mayor para la F, mitocondrial [37].
Funcién de las subunidades del complejo F,.

El funcionamiento de F; se ha estudiado menos que el de F,. Sin
embargo, se han hecho estudios con mutantes en las tres subunidades
EF, (a, b, Yy <) que identifican residuos importantes para 1la
conduccidn de protones a través de la membrana (Tabla 3). Con estos
datos se han propuesto modelos de conduccidén de protones por
interaccidn de é&stos con carboxilos de los residuos identificados
en la Tabla 3 [(23]. Entre los datos interesantes de esta tabla, se
observa que las dos mutaciones supresoras de la mutacién bGli-19,

se encuentran en las otras dos subunidades (a y c¢), esto implica
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interacciones funcionalmente importantes entre las tres subunidades

en los sitios mutados.

Tabla 3*. Mutaciones en F; de E. coli.

No. de Mutacidn Fenotipo
Subunidad residuos

a 271 Pro-143, Ser-206, Translocacidn
Arg-210, Glu-219, de protones
His-245, Gln-242 defectuosa.

-fin.
Pro=-240 Suprime muta-
cién bGli-9.
b 156 Gly-131, Glu-155 Trans. prot.
-fin. def .Separacién
de F,.
Gli-9 Trans.prot.
def.
[o] 79 Ala-21, Ala-25, Trans.prot.
Asp-61, Pro-64. def.
Gly-23, Leu-~31, rérdida de
Gly 58. sub c.
Gln-42. Catdlisis def.
Ala-62 Supr.mut.bGly-
9.
Ala-24 Supr.mut.cAsp-
61.

* Tomada de referencia 8.

La conduccién de protones se inhibe con DCCD, un reactivo
covalente que se une a la subunidad ¢ de F;. Se ha demostrado que
se requiere la interaccién del reactivo con s6lo una de las
subunidades ¢ para producir inhibicidén [24]. Esto sugiere que se
necesita de todas las subunidades ¢ en forma simultdnea o
concertada para que existala conduccién de protones. En 1la
subunidad ¢ de E. coli, el DCCD reacciona con el Asp—-61 (Tab. 3)

que se localiza en la segunda hélice transmembranal (de N a C-~



terminal) propuesta por métodos de prediccién de estructura
secundaria de proteinas membranales.

Recientemente se ha demostrado que la localizacién de este
residuo (Asp-61) con respecto a la superficie membranal es un
factor importante para el funcionamiento de F,. Con el uso de la
mutagénesis dirigida (Asp-61-Gly) y el aislamiento de mutantes
supresoras, se aislé una cepa doble mutante (Asp-61—-Gly, Ala-
24-Asp) gque crecid 60% en medio con succinato respecto al
crecimiento de la silvestre. La actividad de translocacidén de
protones de esta mutante, medida por apagamiento de la
fluorescencia de un indicador fluorescente de pH (ACMA, 9-amino-6-
cloro-2-methoxyacridina), fué de 25% respecto a la silvestre [40].
Estos datos hacen suponer la proximidad de los residuos 24 y 61
dentro de la membrana, en concordancia con el modelo mas comin del
arreglo de dos hélices transmembranales en la subunidad c¢. Otro
dato que favorece esta conclusién es que al secuenciar el gene de
la subunidad ¢ de mutantes de E. colil resistentes a DCCD, se
encontrd la mutacién Ala-24—Ser. Es decir, la Ser-24 de la mutante
redujo la reactividad del Asp-61 con el DCCD, ademas el gene de la
mutante confirié resistencia al DCCD a cepas silvestres al ser
sobreexpresado (42].

Por otro lado, con experimentos de reconstitucién, se sabe gue
se necesita de un trimero §er para bloqguear el paso de protones a
través de F;, [8]. Se supone que este triplete de subunidades
confiere asimetria a la estructura de F, y al mismo tiempo obstruye

el paso de protones por F,.
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La composicidn y disposicidn en la membrana de las diferentes
subunidades de F, es todavia tema de debate. En los Qltimos
estudios con el complejo mitocondrial se han identificado de 7 a 8
subunidades diferentes ([25,26,tabla 2], de las cuales al parecer
ninguna tiene fragmentos que protruyan de la membrana interna hacia
el espacio intermembranal, porque no son reconocidos ni por
anticuerpos, ni por proteasas en mitoplastos [27]. En predicciones
de la estructura secundaria de las subunidades a, by ¢, se postuld
gue todas podrian tener cruces membranales (6, Iy 2
respectivamente). Conforme al arreglo de estos cruces, se
esperarian expuestos al espacio intermembranal los extremos amino
y carboxilo de las subunidades a y ¢, el amino de la subunidad b y
dos hazas (del inglés loop) de la subunidad a (23], sin embargo los
datos con enzimas proteoliticas y anticuerpos contradicen el
modelo, aunque podria ser el caso de que la accesibilidad de las
porciones solubles de la subunidades membranales estuviera muy
reducida y entonces la interaccién entre proteasas o anticuerpos y

estos fragmentos expuestos se viera limitada.

Caracteristicas funcionales del complejo F,F.

En cuanto al funcionamiento concertado entre F, Yy Fy, los
estudios de afinidad por ADP y Pi en presencia de desacoplantes
indican que el wvalor del Ap, afecta la afinidad del sitio
catalitico por sus substratos. Aunque esto podria explicarse sin

aducir cambios en la Ky por ADP o Pi [32], existe la posibilidad de
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gue haya un cambio conformacional que transmita la informacién
desde F, hasta el sitio catalitico de la F, Y que sea la causa de
los efectos mencionados. Esto estd de acuerdo con la observacién de
que la presencia del Ap,, induce la liberacién de ATP de sitios de
alta afinidad (17]. Este efecto podria ser entonces reciproco, es
decir, si hay cambios en F, provocados por el funcionamiento de Fgs
se esperan cambios en F; provocados por la catélisis en F,. Esto ha
sido..observado detectando el inicio en la conduccién a protones de
CF, coincidente con la unién de un andlogo no hidrolizable de ATP
a CF, [46].

Ademds de los datos estructurales, se han desarrollado varios
métodos de estudio sobre el mecanismo de catdlisis y acoplamiento
en este complejo. Uno de estos métodos se basa en la cuantificacién
y caracterizacidén de la unién de nucleétidos a F,:
Se ha encontrado gue en la F, existen seis sitios de unién de
nucleétidos por mel de F1, de los cuales 3 son de alta afinidad por
ADP o ATP, y dque los otros tres pueden reemplazarse por AMP-PNP
[14]. Durante la hidrdlisis de ATP, tres de estos sitios pueden
intercambiar nucledtidos con el medio mds ripidamente que los otros
tres [15,16]). Se piensa que los tres sitios gue intercambian
rapidamente nucledtidos del medio son los cataliticos y los otros
tres de menor velocidad de recambio no son cataliticos. En los
dltimos anos se ha demostrado que los sitios cataliticos tienen
alta afinidad para ATP [17].

Estructuralmente se ha podido diferenciar entre sitios

cataliticos y no cataliticos con el uso de andlogos fotoactivables
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de ADP y ATP, el marcaje covalente con estos anidlogos tanto de la
subunidad ¢ como de la B hacen suponer que ambos tipos de sitios de
unién se encuentran en las interfaces «/f, como se habia mencionado
previamente. En otros estudios se localizd dentro de la estructura
primaria de la subunidad 8 a los supuestos sitios cataliticos y no
cataliticos [41]. Utilizando el marcaje con 2-azido-ANP (N=M,D, o
T) se encontrd el marcaje en un residuo de tirosina (Y en Tabla 4)
en ambos tipos de sitios (cataliticos y no cataliticos), ambos
residuos de tirosina estan separados por 23 aminoacidos, y se
encuentran en dos regiones conservadas en las subunidades £ de
bovino, cloroplasto, E. coli, e higado de rata (Tabla 4).

El hecho de tener varios sitios de unién a los sustratos hace
posible pensar en mecanismos cooperativos de catdlisis en F,. De
hecho, hay cooperatividad negativa para la cinética de unién de
ADP [18] y ccoperatividad positiva para la hidrélisis de ATP. Para
este UGltimo caso existe la observacién de que la hidrélisis de ATP
en un solo sitio catalitico se acelera por la unién de nucleétidos
a los otros sitios [19,20].

Previo a los estudios de unién de nucledtidos, el
funcionamiento interdependiente de al menos dos sitios cataliticos
habia sido una importante prediccién de 1los experimentos de
recambio que cataliza 1la F,. Si se analiza en detalle la reaccidn
que cataliza la enzima, se observa que por cada ciclo de reaccién,
un &tomo de Oxigeno se intercambia entre el Pi y el H,0:

ATP + HOH =~ ADP + Pi

por lo tanto, la deteccién de incorporacién de mads de un oxigeno
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del agua en el fosfato indica una sintesis reversible de ATP. Bajo

esta premisa, se ha observado que la Fl, en presencia de H'®0H

Tabla 4*. Péptidos en sitios cataliticos y no cataliticos de
la subunidad B8 marcados con 2-azido-ANP.

Fuente Péptido marcado

Sitio catalitico

Corazdn ATAELIGIYPAVDPLD S|T|IS|R
de bovino.
Clor. de GIYPAVDPLDSITISITML
espinaca.
E. coli. QI ASLIGIYPAVDPLDS|T{S|IR
Higado ATITAELIGIYPAVDUPLDS|TISIR
de rata.

Sitio no catalitico
Corazén
de bovino. IMNPNTIVI|G|S|EHY |[D V]AIR
Clor. de
espinaca. I VIGIE|IE HY |E I|lAalQo R
E. coli. QLDPLVVIGIQIEHRY TJ]A[R
Higado IMDDNTIV|G|SIEHY |[D V[A|R
de rata.

* Tomada de referencia 41.
incorpora mis de un oxigeno por ATP hidrolizado (las implicaciones
de esta observacién se discutiran mas adelante). La incorporacién
extra de oxigenos del agua durante la hidrélisis de ATP catalizado
por la proteina se le denomina recambio. Este recambio, es una
actividad que refleja procesos gque ocurren dentro del sitio
catalitico de la proteina y que son previos a la liberacién de los
productos o sustratos.

S8i las velocidades de unién de sustratos, catalisis y
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liberacién de productos que ocurren en uno de los sitios activos
son independientes (o no cooperativos) de los procesos analogos que
pasan en otro sitio activo, se esperaria que la interaccién de los
sustratos o productos con los diferentes sitios no alteren el
recambio. Sin embargo se encontrd gue a concentraciones bajas de
ADP y Pi, la F,F, en particulas submitocondriales cataliza un
recambio mayor que a altas concentraciones de estos sustratos y de
ATP ({22]}. Esto implica gque existe un cambioc importante en 1las
constantes de velocidad de los pasos cataliticos en un sitio y que
este es provocado por la interaccién de ADP, ATP y Pi con otros
sitios de la proteina. Con base en estos datos, se propuso un
modelo de catdlisis llamado "mecanismo de cambio de unién" en donde
los pasos cataliticos de un sitio activo, dependen de los de otro
en forma concertada {22)]. Los datos de aceleracién de la catdlisis
en un solo sitio debida a la interaccién de nucleétidos en los
demds sitios, y aquellos gque indican que algunos analogos
fotoactivables e inhibidores inactivan casi por completo al unirse
en una relacidén 1:1 con F, apoyan el modelo.

Los datos anteriores son importantes respecto al mecanismo de
catélisis del sector F, de la proteina, pero no aportan informacién
acerca del mecanismo molecular del acoplamiento entre la sintesis
o hidrélisis del ATP y el Ap,. En el modelo de cambio de unién
{22), se propone que la F, alcanza un estado "energizado" depués de
unir ADP y Pi por la presencia del Apu, . Este seria el estado de la
proteina capaz de sintetizar y liberar el ATP del sitio catalitico.

Sin embargo, existen experimentos que sugieren que la entrada del
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Pi al sitio catalitico es un pasc dependiente de la presencia del
Ap,.. En particular, el hecho de que el recambio intermediario
Pi=HOH catalizado por F,F;, en particulas submitocondriales (el cual
no requiere la entrada de Pi del medio al sitio catalitico), no se
inhibe con desacoplante, mientras gue los demds recambios que
necesitan de la entrada de fosfato del medio se blogquean
completamente en estas condiciones, sugiere gque la entrada de Pi
externo al sitio catalitico es un paso dependiente de la energia
del Ap,, [31). Otros datos que apoyan esta cunclusién son, por
ejemplo, gue si se disminuye la magnitud del 4p, con protondforos
en particulas submitocondriales, se detecta una disminicién en la
afinidad de la proteina por el Pi (y por ADP)} [32].

Actualmente, se cree que ademds de la entrada de Pi al sitio
catalitico, 1la salida del ATP sintetizado hacia el medio también
consume energia del Aum. Esta idea surge de dos observaciones
independientes. En una de ellas se detectd la liberacidén de ATP
unido a un sitio de alta afinidad de FF, en particulas
submitocondriales; esta liberacidén se produjo por la formacidn de
un Ap,, vy se blogued con desacoplantes e inhibidores de la cadena
respiratoria [33]. La otra observacioéon se discutira mas adelante.

El hecho de detectar un recambio Pi~HOH en F, aislada implica
gque en el sitio catalitico, la reaccién .ATP+HOHﬂADP+Pi puede
ocurrir en ambos sentidos varias veces antes de que el ADP y el Pi
sean liberados al medio. En otras palabras, en el sitio catalitico
la sintesis de ATP puede realizarse sin consumo de energia del Apy,.

Para explicar esta sintesis de ATP esponténea, se requiere proponer
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que en el sitio catalitico la constante de equilibrio para 1la
hidrélisis sea significativamente menor que la observada en
ambiente acuoso (10“5Km5107, ref. 34). En tal caso seria factible
medir la sintesis de ATP por la F, aislada a partir de ADP y Pi.
Efectivamente, se ha logrado medir esta sintesis inicialmente en F,
de cloroplasto [35], y posteriormente en la F, de la mitocondria y
de bacteria [34], la constante de equilibrio para esta reaccidn en
F, de cloroplasto es = 0.4.

Ademds de tener una K,~1, esta sintesis tiene otras
caracteristicas iwportantes. Para detectar la reaccidn, es
necesario afadir al medio grandes concentraciones de Pi, esto se
explica si se toma en cuenta que la F, requiere del Ap, para
aumentar su afinidad por Pi. Por otro lado, el ATP sintetizado no
se puede liberar de la enzima, y permanece unido a F,. Este hecho
es el factor adicional anteriormente mencionado, que hace suponer
gue la liberacién de ATP del sitio catalitico de F, es el otro paso
del ciclo que necesita energia. Ademds, se sabe que esta sintesis
unisitio de ATP no requiere de ADP en el medio, lo cual indica gque
el sustrato de esta reaccidn es un ADP unido a F, (35]. Por tanto,
se piensa que la F, retiene uno de sus nucledtidos fuertemente
unidos en un sitio catalitico.

‘Para calcular la K, de esta sintesis de ATP se ha usado un
modelo cinético simple. El modelo contiene como variables a las
concentraciones de 1las siguientes especies: F, con ADP unido
({F,<ADP]}), F, con ADP y Pi unidos ([F;<ADP<Pi]), F, con ATP unido

([F,<ATP]), y la concentracion de Pi en el medio ([Pi]), conforme
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al siguiente esquema [35,36]:

k, ’ koo :
F,<ADP+Pi « F,<ADP<Pi = F,<ATP (4)
k.4 : ko :

En equilibrio,

0l

K, =k _/k , [F,<ADP] {Pi]/ [F,<ADP<Pi} (5)

K, = k _,/k , = [F,<ADP<Pi]/[F,<ATP] (6)
Suponiendo gue toda la proteina presente es activa y tiene un ADP
unido en un sitio catalitico, la F, total (F,,) es

F,, = [F,<ADP]+[F,<ADP<Pi]+[F<ATP] (7}
En otra forma,
F,./[F,<ATP)} = [F,<ADP]/[F,<ATP]+[F,<ADP<Pi]/[F,<ATP]+1 (8)
Si hacemos la siguiente operacidén: KK,/[Pi], el resultado es el
primer sumando del segundo miembro de la ec. B , mientras gue el
segundo sumando es K. Sustituyendo,
Fy./ [F}<ATP] = KK,/Pi+K,+1 (9)
De una grafica F, /{F<ATP] vs. 1/Pi, que da una linea recta,
se pueden calcular K,, que es la Koy de hidrélisis de ATP en el

sitio catalitico, y K,, la constante de disociacién entre Pi y

F,<ADP.
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Hipétesis del sitio catalitico de la F, como "un 'microambiente

hidrofébico.

¢Cudles son las caracteristicas del sitio catalitico de 1la
proteina que permiten las propiedades descritas previamente durante
la cat8lisis unisitio? En los dGltimos afos, se ha propuesto gue
existen cambios de polaridad en el microambiente del sitio
catalitico que producen cambios en la Ky, de 1la hidrélisis del ATP
unido a F,. Esto permitirfia que en un sitio catalitico
temporalmente hidrofdbico esta constante de equilibrio alcanzara
valores aproximados a 1, por otro lado, la hidrofobicidad del sitio
catalitico funcionaria como una barrera energética para la unién
del Pi, mientras que los cambios de polaridad permitirian estados
de menor hidrofobicidad dque facilitarian 1la hidrélisis, Y
disminuirian la velocidad de liberacidén del ATP {34].

Conforme a este esquema se han hecho varios experimentos
enfocados a comprobarlo. Por ejemplo, si existe un ambiente apolar
en el sitio catalitico que actda como barrera energética para la
unién de Pi, es de esperarse que una disminucién de la polaridad
del medio acuoso permitiria un mayor reparto del Pi hacia el sitio
catalitico, y en consecuancia la velocidad de sintesis de ATP
aumentaria. Con este objetivo, se ha medido la sintesis de ATP
unido a F, en presencia de dimetilsulféxido (DMSO) como una forma
de disminuir la polaridad del medio. En estas condiciones se

encontré que la sintesis de ATP unido es mayor a la encontrada en

agua, y con una Km 400 veces menor (®1.0> M) por Pi comparada con
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la medida en agua, y gue resulta prédcticamente igual a la Km
obtenida por Pi durante la sintesis multisitio en particulas
submitocondriales [34]. E1 aumento en la velocidad de sintesis con
DMSO se debe a un aumento en la k de unién de Pi de 3.5 X 10°% s''M"!
[39] a 7.0 s"'M' [36], y no a un aumento en la velocidad de sintesis
de ATP o a un cambio en la Kw' ya que tanto en presencia como en
ausencia de DMSO, la Keq es ®1.0 [36]. El DMSO también inhibe el
recambio P32=ATP como consecuencia de disminuir la liberacién del
Pi del sitio catalitico [71]. Aungque estos datos apoyan fuertemente
la hipétesis de un sitio catalitico parcialmente hidrofdbico, hay
que ser cuidadosos y tomar en cuenta la posibilidad de que el DMSO
pueda ejercer efectos sobre la estructura de la proteina y de esta
manera provocar un aumento en la sintesis de ATP unido a F,. Por
ejemplo, sSe ha demostrado gque la presencia de DMSO en
concentraciones similares a las usadas en los experimentos con F,
afecta significativamente 1la estructura secundaria de otras
proteinas [43].

Todas estas caracteristicas y datos de la sintesis de ATP se
han descrito especificamente para la sintesis e hidrélisis unisitio
de la F,;. Sin embargo, en condiciones fisiolégicas la proteina
funciona cooperativamente con 3 sitios cataliticos a una velocidad
mucho mayor a la catdlisis unisitio, por tanto, los datos de
catélisis unisitio no son facilmente extrapolables a 1los de
multisitio. Esto se ve reflejado por ejemplo, en el hecho de que el
recambio Pi=HOH que cataliza la F, a bajas concentraciones de ATP,

no ocurre a altas concentraciones, lo cual puede explicarse
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suponiendo que la entrada de ATP a un sitio acelera le liberacién
de ADP y Pi de otro sitio, y gque el funcionamiento de ambos (o los
tres) sitios se alterna de manera consecutiva [41). Dentro de este
modelo, la K, para la hidrélisis en el sitio catalitico (puesto que
en un momento dado s6lo funcionaria uno de 1los tres sitios
cataliticos) puede considerarse como cercana a 1 durante la
catdlisis multisitio.

Siguiendo con los experimentos derivados de la hipétesis del
sitio catalitico como una estructura hidrofébica, una de las
predicciones es que seria posible gue algunas moléculas apolares
tiendan a repartiese hacia este sitio hidrofébico y producir una
inhibicién de tipo competitivo, o gue sea parcialmente reversible
por los substratos. Con esta idea, se ha demostrado que la F,
soluble y unida a la membrana de particulas submitocondriales se
inhibe con moléculas hidrofébicas, como la trifloroperazina (TFP),
el calmidazolio, y el complejo Fe~batofenantrolina, cuando se miden
sus actividades de ATPasa y recambio Pi~ATP. Esta inhibicién ocurre
a concentraciones micromolares de las drogas, y se revierte
parcialmente con altas concentraciones de Pi [47}. La presencia de
DMSO disminuye la potencia inhibitoria de las drogas, lo cual se
esperarfia si se supone un menor reparto de éstas al sitio
catalitico [47]. Estos datos estédn de acuerdo con la idea de que
estas moléculas pueden interaccionar con el sitio catalitico, y que
al menos parte de esta interaccién es debida a un efecto
hidrofébico.

Se han hecho otros estudios con moléculas de propiedades y
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estructuras similares a las ya mencionadas, en la actividad de la
F, y otras ATPasas pero con un enfoque diferente. Dentro de estos
trabajos y con respecto a los efectos y sitios de accién de varios
anestésicos locales y antipsicdticos, se ha encontrado que este
tipo de drogas interactGan inhibitoriamente con proteinas de la
membrana. Tratando de responder si estos efectos se-debian a una
interaccién directa con la cadena polipeptidica o a través de
modificaciones en la estructura membranal, se usd a la F,F, como
modelo experimental dado que es un complejo con porciones
membranales y solubles fisicamente separables.

Se ha demostrado la inhibicidn de la actividad hidrolitica de
la F, con n-butanol y tetracaina a concentraciones milimolares [48]
y con base en estudios de fluorescencia del farmaco, se ha
encontrado una constante de disociacién para la tetracaina de
480uM, con =60 sitios de unién [49]. Inhibiciones similares se han
podido reproducir con otros anestésicos locales, como la procaina,
lidocaina y dubicaina, ademds de la tetracaina. Una propiedad
importante de estas inhibiciones, es que se observd una correlacién
entre la concentracién necesaria para un 50% de inhibicién y la
hidrofobicidad de la droga, determinada como el coeficiente de
reparto entre octanol y agua, de modo que la potencia inhibitoria
de las drogas es proporcional a su hidrofobicidad {50].

En el trabajo anterior, se observé una disociacién de la F, en
presencia de tetracaina, con base en la observacién de cambios en
el patrén electroforético y de sedimentacién por

ultracentrifugacidn. Los estudios de calorimetria diferencial de
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particulas submitocondriales y F, aislada, demostraron que la
tetracaina y la dubicaina a concentraciones milimolares producen
una desestabilizacidén de la F, a altas temperaturas [51], pero
tambi&n se ha encontrado una estabilizacién a bajas temperaturas en
presencia de flufenazina, un antipsicético triciclico [52]. La
dependencia respecto al pH de la inhibicién con estos compuestos
indica que las especies cargadas son inhibidores mas potentes de la
actividad de la F, ATPasa, sugiriendo que tanto la parte apolar
como la parte cargada de estas moléculas contribuyen a su
interaccién con la proteina [52].

Todos estos datos sugieren que estos inhibidores interacttan
en varios sitios de la F,F, ATPasa. Recientemente, en estudios de
inactivacién y marcaje irreversible en ©presencia de 1luz
ultravioleta (UV), usando dos antipsicdéticos triciclicos, 1la
cloropromazina y la TFP, se encontrd un marcaje con ambas drogas
radiocactivas en casi todas las subunidades de la F, y de la F,
mitocondrial, exceptuando a las subunidades 4 y 5 de F,, éstas
dltimas se marcaron unicamente si la unién covalente se realiza en
presencia de dodecilsulfato de sodio (53]. Esto implica gque éstas
subunidades estdn probablemente en el centro de F; cubiertas por
las demaés. Las uniones covalentes de la TFP con F, y F, producen la
inactivacién irreversible de la ATPasa ([54], esto se comprobd
usando un complejo F,F, reconstituido en liposomas que fué
preirradiado en presencia de TFP, posteriormente se le separd la F,
con NaBr, Y se le adiciond una F, control. La comparacién de la

actividad de ATPasa control (complejo irradiado sin TFP), y el
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experimental (irradiado con 12uM de TFP) mostrd que en este dltimo
habia una inhibicidén del 50%. La inhibicién que se obtiene si 1la
irradiacién y la medida de actividad se hacen consecutivamente, es
decir sin separar la F, del complejo F,F, preirradiado, es de 85%.
Comparando con el 50% de inhibicién en el complejo reconstituido,
se obtiene que el marcaje en F, produce =35% de inhibicibn, y el
marcage en F, causa =50% de inhibicién [54].

Otros datos sugieren que uno de los varios sitios a los que se
unen estas drogas es el sitio catalitico. Experimentos donde se
mide la velocidad de inactivacién de la F, mitocondrial con DCCD,
demostraron que la tetracaina, la dubicaina y la cloropromazina (en
este orden) disminuyeron la k de inactivacién producida con 1.0 mM
de DCCD. Con el antecedente de que el DCCD reacciona con un
carboxilo en el sitio catalitico para producir esta inactivacién,
el dato puede sugerir gque los farmacos interactian en el sitio
catalitico [55). Si se compara la efectividad con la que disminuyen
la k de inactivacién con la hidrofobicidad de los farmacos, se
observa que hay una correlacién entre la hidrofobicidad de la
droga, y la proteccidn de la inactivacidén con DCCD. Este podria ser
un dato que apoyaria la imagen del sitio catalitico como una
estructura apolar. Con el uso de la guinacrina, un andlogo de la
cloropromazina, y un derivado de la quinacrina que se une
covalentemente, se obtuvieron inhibiciones de la F, ATPasa. La
inactivaéién con el derivado de guinacrina es irreversible, y la
unién covalente se rastred electroforéticamente por la

fluorescencia del farmaco, dando un marcaje sdlo de la subunidad 8
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de F, [56].

lLas cinéticas de inhibiciéon reversible con estos farmacos
respecto al ATP muestran un comportamiento que se modifica con la
concentracién de la droga [55] y la concentracién de Mg® libre
(52,56], dando a veces inhibiciones de tipo competitivo o no

competitivo.

OBJETIVO

El1 objetivo de este trabajo fué el de estudiar las
caracteristicas de la inhibici6n de la actividad de la F,F, ATP
sintetasa mitocondrial con trifluoroperazina. E1 hecho de estudiar
esta inhibicién en condiciones de sintesis de ATP proporciona una
comprobacidn adicional de la hipdtesis de que la TFP interactia en
el sitio catalitico de la ATP sintetasa. Adem&s, midiendo sintesis
de ATP se puede estudiar la dependencia de la inhibicidén respecto
a los dos sustratos de la proteina (Pi y ADP), y por lo tanto, se
puede obtener informacidén con respecto al mecanismo de inhibicién
de la sintesis de ATP en condiciones donde la proteina est& unida
a la membrana y en presencia del Ap,, es decir en condiciones
aproximadas a su situacién in vivo. Por otro lado, dado que los
estudios de inhibicién se realizan en condiciones de unién
reversible e irreversible de la TFP a la ATP sintetasa, se pueden
hacer comparaciones de los mecanismos y sitios de interaccién

inhibitorios entre la TFP y la ATP sintetasa en ambas condiciones.
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METODOS

Se prepararon particulas submitocondriales (PSM) de
mitocondrias de corazén de res por sonicacién, las mitocondrias se
obtuvieron por licuaciétn y centrifugacidén de acuerdo al método de
Low y Vallin [58], y las PSM conforme al método de lLee y Ernster
[57] en presencia de alblmina de bovino (lmg/ml) en uno de los
lavados para eliminar los lipidos solubles durante la preparacién.

La determinacién de la fosforilacién oxidativa se realizé a
una concentracién de 0.2 mg/ml de PSM, a 25°C, en una mezcla de
reaccién que contenia Tris-acetato 50 mM, sacarosa 50 mM,
hexocinasa de levadura 0.5 mg/ml, succinato 20 mM, MgSO, 20 mM, *?Pi
con la actividad especifica necesaria para cada experimento,
glucosa 20 mM y las concentraciones de ADP y Pi indicadas en el
texto, a un pH de 7.4. La reaccidn se inicidé agregando las PSM, el
ADP o el Pi, incubando en un volumen de 0.5 ml en matraces
Erlenmeyer con agitacidén enérgica y constante para permitir un
maximo flujo de oxigeno. Todas estas determinaciones se realizaron
en cuarto oscuro para evitar la fotoactivacidén de la TFP, excepto
en algunos experimentos sefalados. La actividad de la hexocinasa no
se afectd por la presencia o preirradiacién con TFP,

esto se midié
espectrofotométricamente en presencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y NADP, midiendo la aparicién de NADPH a 340nm.

La actividad respiratoria de las PSM se midid con un electrodo
de oxigeno Gilson a 25°C, en succinato 10 mM, Tris-HCl 20 mM, MgCl,

10 mM y PSM 0.2~0.3 mg/ml.
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La concentracidn de proteina de las 'PSM utilizadas en cada
experimento se midié con el método de Lowry [59]' en presencia de 2%
de desoxicolato de sodio, o 2% de dodecil sulfato de sodio, usando
albimina de bovino como estandar disuelta en el mismo medio de
suspensién de las PSM (sacarosa 0.25 M, tris-HC1l, 10 mM, pH 7.4).

Los experimentos de preirradiacién con luz ultravioleta (UV)
se realizaron con una lampara de onda corta (epectroline, 115
volts, 60 Hz) a 254 nm a una distancia de 10cm sobre las muestras
colocadas en cajas de Petri durante 15 min., 6 tiempos indicados
especificamente, mantenidas en agitacidén constante con un agitador
orbital. La actividad respiratoria y fosforilante de las PSM se
redujo 10-20% con este tratamiento, por lo tanto los controles de
estos experimentos son las nuestras expuestas a UV sin otras
adiciones,

Las medidas de unién de H3-ADP se hicieron con un H3-ADP
preparadco incubando H3-ATP con hexocinasa, 0.1 mM de ADP Y glucosa
10 mM durante 10 min. a 25°C; la reaccidén se detuvo por ebullicién
durante 40 seg., la solucién se enfrid y centrifugd para eliminar
la proteina precipitada. Las PSM (2.8 mg prot./ml) se afiadieron a
la mezcla de incubacién (Tris-HCl 50 mM, sacarosa 50 mM, SH-ADP 50
uM, pH 7.4) en un volumen de 0.1 ml, la incubacién se mantuvo 5
minutos y se terminé filtrando en columnas de Sephadex—-G50
previamente equilibradas con una solucién de Tris—-HCl 50 mM y
sacarosa 250 mM, pH 7.4, al efluente de las columnnas se le
determiné contenido de radioactividad por centelleo liquido.

Ademéds, se determind la concentracién de proteina del efluente para
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obtener datos de unidn de ADP referidos a la cantidad de proteina
filtrada. Se usd un valor de 0.42 nmol de F,/mg prot. para los
cdlculos de unidn obtenido de acuerdo al método de la referencia

72.

RESULTADOS

Como se menciond en los métodos, la fosforilacién oxidativa
se mididé usando succinato como substrato oxidable, esto es debido
a que se encontré que l1la TFP (20xM) inhibe (70%) a la NADH
deshidrogenasa de la cadena respiratoria, mientras que 1la
respiracién con succinato no se afectd a concentraciones de
TFP<40uM en condiciones de oscuridad. Sin embargo, las PSM

preirradiadas se inhibieron un 20% como maximo (Tabla V).

Tabla V. Efecto de TFP en la actividad
respiratoria de PSM en oscuridad y
preirradiacién con UV.

[TFP] Consumo de O?
(M) (ndtg: min'mg")
oscuridad (%inh.) Uv (%inh)

o] 366 - 409 -
10 351 4.0 - -
20 352 4.0 332 19
30 - - 395 3
50 298 18 - -

Los experimentos en 1la oscuridad mostraron una inhibicién
progresiva de la fosforilacién en un intervalo de concentraciones

de TFP de 5-40uM, siendo menor esta inhibicién en presencia de una
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Fig. 6.  Grafico de Dixon para los datos de la Fig. 5. (pag. 39).

alta concentracién de Pi (Fig 5). La proteccidn observada con Pi
podria deberse a la unién del farmaco en el sitio de unidn del Pi.
si se grafican los datos de la Fig. 5 de acuerdo al grafico de
Dixon (1/V vs [TFP], Fig. 6) se obtienen lineas curvas hacia arriba
de modo similar a lo reportado para la actividad de ATPasa en
presencia de TFP, esto indica una posible asociacién de 1la
TFPenvarios sitios [55}, lo cual concuerda con el hecho de gue la
proteccién con Pi sea parcial. Es decir, a [TFP)<10uM 1la
interaccidn de la droga es preferencialmente en el sitio de Pi (Fig
5), mientras gque a [TFP]>10gM la droga interacciona con otros
sitios importantes para ademas del sitio catalitico.

Las curvas de [Pi] en presencia de una concentracidn fija de
TFP y de ADP, muestran efectos tanto en me como en Vmax. A 20uM
de TFP la I(mnp por Pi aumenté 2.9 veces (de 0.7mM a 1.9mM),
disminuyendo la Vmax un 15% (Fig 7a). A 50 uM de TFP la me aumento
3.6 veces (de 1.8mM a 6.4mM) y la Vmax disminuyd 42% (Fig. 7b).

Los mayores efectos en Vmax con 50 pM TFP pueden deberse en
parte al efecto sobre la respiracién (Tabla 5). Los efectos en Vmax
a 20 pM podrian explicarse por la interaccidén del farmaco en sitios
diferentes al catalitico, 1o cual estd de acuerdo con los
resultados de la Fig. 5. Los efectos en me parecen indicar una
unién de la TFP al sitio del Pi. Esta interpretacién merece
especial cuidade, ya que un aumento en Kmap ne demuestra de manera

definitiva la interaccién de la TFP con el sitio catalitico. Por
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ejemplo, se han observado efectos en la Km,, para el Pi en presencia

de desacoplantes que ejercen su efecto sin interactuar

. [ADP]=SmM

- TFP20uM

- o

a " . R s . . :
-0.8 -04 =02 0.0 02 04 0.6 08 1.0 1.2
1/[Pi] (mM)

17y
MW R @ N®

-

30

(ADP]=trmM [TFPS0uM

=]

28

Control

a —*_’7£5 4

~0.5 -0.1 Q.3 0.7 1.1

1/[PRi] (mM)

Fig. 7. Gréaficos doble reciprocos para las curvas de Pi en

presencia de TFP (o o) 20uM (a) y S50uM (b)., (e

e®) , controles.

con el sitio catalitico [32]; sin embargo, el efecto protector de

Pi (Fig. 5) sugiere fuertemente esta interpretacién.
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Fig.8. a) curva de [ADP) con Yy sin 20uM TFP, [Pi]=20mM. .(b) Grafico

doble reciproco para (a), (e ®) controles, (o~-?~o)tTFP 20pM.

Cada recta se descompuso en dos componentes. (pég.'4§i.

Con respecto al otro substrato de la ATP sintetasa, en la
curvﬁ de [ADP] se observd un efecto en Vmax sin un efecto claro
sobre Km,, (Fig. 8a). La grafica doble reciproca muestra un quiebre
previamente reportado {59] que implica que dos sitios diferentes de
ADP se afectan de manera distinta con TFP; el de mayor afinidad se
afecta s6lo en Km,, (de 7 a 18uM), y el de baja afinidad en Km, v
Vmax (Km 62 y 46 pgM; Vmax 165 y 113 m'nol'min""mg'1 para el control
y con TFP respectivamente, Fig 8b).

Para resolver si realmente existe un efecto protector del ADP
en la inhibicibén por la TFP, el enfoque utilizado fué el de agregar
20 uM de TFP a PSM durante la fosforilacién medida a
concentraciones muy elevadas o muy bajas de Pi y ADP. En estas
condiciones (Tabla 6) se encontrd una inhibicidén maxima (55%) a
concentraciones de Pi y ADP cercanas a su Kmm, la cual se revierte
parcialmente aumentando drédsticamente el Pi (36%). Aumentando
solamente el ADP la inhibicién es muy parecida a la maxima (48%),
mientras que al aumentar ambos substratos, la inhibicién es minima
(12%) .

Los datos de la Tabla 6 ilustran el efecto del ADP y del Pi a
concentraciones variables, en primer lugar, resulta claro que la
maxima proteccién de la inhibicién con TFP requiere la presencia de

ambos sustratos en altas concentraciones. Sin embargo, cuando se
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aumenta individualmente la concentracién de Pi, se obtiene una
proteccién mayor que al aumentar solamente el ADP. Esto indicaria
que la TFP se une mejor al sitio de Pi que al de ADP, lo cual estd

de acuerdo con la observacién de que la inhibicién en la curva de

ADP es no competitiva (Fig. 8).

Tabla 6. Inhibicidén de la fosforilacidén oxidativa con 20uM TFP
a diferentes concentraciones de Pi y ADP.

[Pi], [ADP] V control % de
(mM) (nmol-mim 'mg™!) inhibicién
20 , 2.0 165 12.5
20 , 0.02 62 36.5
1 , 0.04 13 55.1
1, 2.0 31 48.8

Por otro lado, el hecho de gue la proteccidén ejercida por un
substrato sea dependiente de la presencia del otro (Tabla 6),
podria descartar la posibilidad de que la proteccidén se deba a
interacciones del Pi con la TFP 6 del ADP con la TFP. Ademas,
cuando se hicieron espectros de absorbancia de TFP en presencia y
en ausencia de 20 mM Pi, los trazos se sobrepusieron perfectamente,
sugiriendo que el Pi no interacciona con la TFP. Para descartar una
posible interaccién entre el ADP y la TFP no se puede usar esta
metodologia, ya que 1los picos de méxima absorcién de ambas
moléculas estén demasiado préximos (259 y 257nm respectivamente),
y dada la alta concentracién de ADP necesaria en estos experimentos
y su alto coeficiente de extincidn molar (15.4 D.O/mmol) no se
puede registrar la absorbancia de la TFP.

Para aclarar una posible interaccién de la TFP con el sitio
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del ADP, se hicieron experimentos de unién de ADP a F, en PSM en
presencia de diferentes concentraciones de TFP. Como se observa en
la Tabla 7, no se registrd efecto significativo de la TFP en esta
unién. Normalmente se considera gque el ADP que permanece unido a F,
después de la filtracidén en columnas de Sephadex G-50 se encuentra
en sitios de alta afinidad, se sabe gue uno de estos nucledtidos
permanece en un sitio catalitico de alta afinidad [36)}. En las
condiciones del experimento es de interés sefialar que no se observd
ningin efecto de 1la TFP sobre la unién de ADP en un sitio
catalitico, por lo que es posible suponer que la TFP no interactua

a este nivel.

Tabla 7. Unién de 3H-ADP a F, en PSM, en presencia de TFP 20uM
con y sin irradiacién con luz U.V.

[TFP] mol ADP unido/
(M) mol de F,
oscuridad uv
0 2.3 1.7
5 1.7 -
10 2.1 1.7
20 2.1 -

En la introduccién se mencioné que en presencia de la luz UV,
la TFP ejerce un efecto inhibitorio irreversible sobre la actividad
de ATPasa de la F,. Dada la proteccién por sustratos observada en
la oscuridad, era importante comprobar si una proteccién similar
podria observarse en condiciones de 1luz ultravioleta. Como se

explica en métodos, estos experimentos en presencia de UV (254nm)
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conzsisten en preincubaciones de 15' con TFP.

Al realizar curvas de TFP™ (el superindice fm indica TFP

fotomodificada) en presencia y ausencia de Pi 20mM, de modo similar
a la Fig. 5, se observa que la sensibilidad de la F,F; a la TFP' es
independiente de la presencia de Pi en el medio de preincubacién
(Fig. 9). Esto indica que el Pi no protege en estas condiciones, o
que necesita de la presencia de ADP para proteger,

como ocurre en
oscuridad (Tabla 6).

X de Actividadcont

30
[TFPY{mM)

Fig. 9. Inhibicién de fosforilacidén oxidativa de PSM preirradiadas

con UV + TFP, en presencia (o*°+-0) y en ausencia (e

®) de 20mM
Pi.

El ensayo en presencia de ADP consistid en la comparacién de
dos cursos temporales de fosforilacién. En la primera (Fig. 10a),

las PSM se preincubaron 15 minutos con TFP y al t, se apagd la luz
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UV y se agregaron simulténeamente los sustratos (ADP 2mM + Pi
20mM). En la segunda curva no hubo preincubacidén, al t, se
agregaron los sustratos y se encendié la UV sobre el medio que
contenia PSM vy a los 5 minutos se agregé 20 g¢M de TFP (Fig. 10b).

Se observdé una inhibicidn constante y menor en la muestra con ADP

y Pi.
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Fig. 10. 1Inactivacién de 1la fosforilacién de PSM después de
preincubacidén con TFP+UV (a) y curso temporal de la inactivacién
en presencia de ADP 2mM y Pi 20mM (b). En (a), se preincubaron las
PSM con TFP+UV 15', y se midié la fosforilacidén en la oscuridad. En
(b), se encendid la UV y se agregaron los sustratos al t,, 20 pM de
TFP se agregdé a los 5' en la muestra experimental. Circulos,

controles irradiados sin droga; triidngulos, muestras con TFP.
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Una pregunta obligada era saber si esta menor inhibicién era
debida al Pi o al ADP. Si la preincubacién con 20pM de TFP™ se
realiza en presencia de ADP 2 mM, la inhibicién baja de 66% a 31%
(Tabla 8). Sin embargo, la proteccién se obtiene también con AMP
smM, el cual se sabe que no interactia con el sitio catalitico de
la F,, Yy no se logra con AMP-PNP 100 uM, un andlogo de ATP no
hydrolizable e inhibidor competitivo de la ATPasa. Tampoco se logra
con la presencia de los substratos a bajas concentraciones en donde
la enzima se mantiene activa durante la irradiacién, andlogamente

a la Fig. 10b (Tabla 8).

Tabla 8. Preincubacién de PSM con TFP+UV en diferentes

condiciones.

Condicién % de inhibicién % de inhibicién
con TFP 20uM con TFP 20uM

Medio normal 65.8%x2.7 33.0

AMP~PNP 100uM 67.1 -

ADP 0.1 mM + 72.0 -

Pi 0.5mM

ADP 2mM 31.4 -

AMP 5mM - 8

AMP SmM + - 8

ADP 2mM

- Valores no determinados.

El hecho de que el AMP protege de la inhibicién de modo
similar al ADP, sugirid que el efecto protector del ADP no era
debido a su unién al sitio catalitico, sino a otro efecto
independiente.

Una posibilidad era que el efecto protector del ADP se pudiera
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deber a su gran absorbancia en esta regidn (imax=259nm). Respecto
a esta alternativa, se hicieron espectros de fluorescencia de TFP
en presencia y en ausencia de ADP 2mM. Suponiendo gue el ADP
absorbe la luz necesaria para fotoactivar a la TFP, se espera que
la fluorescencia disminuya en presencia de ADP 2mM. El resultado
fué un bloqueo total de la fluorescencia de la TFP (Fig. 12). La
posibilidad de una transferencia de energia directa de TFP a ADP
gueda descartada por el hecho de que el ADP no absorbe luz a
A>305nm atn en una concentracién de 2mM, y el pico de emisidn de la
TFP est& en 485nm.

El efecto inhibitorio de la TFP en la oscuridad es reversible,
lo cual se comprobdé preincubando a las PSM en oscuridad con TFP 20
uM, y diluyendo porteriormente a una concentracién de TFP de 5uM,
con lo cual se eliminé 1la inhibicién cuando se midié la
fosforilacidn en presencia de 2mM ADP y 1mM de Pi. Un experimento
similar, pero con la preincubacién de 15 minutos bajo la luz UV,
mostrd que la inhibicidén es ®35% irreversible, una irreversibilidad
menor a la reportada para la inhibicién de la ATPasa en liposomas
=100% irreversible, [54]). Por otro lado, la inhibicién con TFP
en oscuridad es independiente del tiempo, desde 5 hasta 20 minutos
de preincubacién, la inhibicidén con TFP 20uM permanecié constante,
esto hace suponer un equilibrio répido entre TFP y sus sitios de
unién. En presencia de luz UV, la inhibicién es dependiente del

tiempo (Fig. 11).
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Fig. 11. Dependencia respecto al tiempo de preincubacién (min.) de
la inhibicién de la fosforilacidédn oxidativa con TFP 20uM. Las PSM
se preincubaron los tiempos indicados con TFP 20 pM bajo UV.
Inmediatamente después se midid fosforilacidn en oscuridad. E1 100
o

% (185nmol-min''mg- ') se refiere a la actividad al to, la luz UV por

si sola disminuyd solo 7% la actividad en este caso.

El tiempo gue requiere la inactivacidn en UV, ¢Es el tiempo en
el que la TFP unida a F,F; se fotoactiva para unirse covalentemente
en esos sitios previamente ocupados, o es el tiempo en el que la
TFP™ libre se va uniendo covalentemente en sitios adicionales? Si
la posibilidad correcta es la segunda, se espera gque una TFp'®

preirradiada, al incubarse 15' con las PSM en oscuridad, tenga un
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Fig.12. Efecto del ADP 2mM en el espectro de fluorescencia de TFP
20uM.

efecto inhibitorio similar (=65%) al que se observa cuando la

irradiacién se hace en presencia de PSM. El experimento mostré que
la TFP'"™ preirrradiada inhibe 16% en preincubacién en oscuridad sin

Pi ni ADP, y 12 % en presencia de ADP, al medir la fosforilacidn

con ADP 2mM y Pi 20mM. Esta es una inactivacién muy similar a la
obtenida con TFP en oscuridad (Tabla 6). Esto implica que la TFP™

no se une prodgresivamente a sitios adicionales, y lo que sucede

probablemente es la fotoactivacién de un complejo nTFP/F,, donde n

es el nimero de moléculas de TFP previamente unidas a F,.
La posibilidad de una reestructuracién de la TFP™ y en

consecuencia el regreso del firmaco a su forma no activada, se
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descartd midiendo los espectros de absorbancia después de irradiar
al farmco 15 minutos. Tomando como el t, el final de los 15 minutos
de preirradiacién, y manteniendo al farmaco en oscuridad, no se
observé recuperacidn en el pico de absorbancia a 257 nm después de
10 y 20 minutos de que el farmaco se mantuvo en oscuridad (Fig.
13). Solamente se observd una pequefia disminucidén adicional en

absorbancia a 257nm después de 20 min.

Q.5

267 (TFP20uM)
0.4 l

0.3}
280 (TFPx 204M)

Q.2

Abserbancio

QA

Q.0
230 280 270 230 310 330 350

Fig. 13. Espectros de absorbancia de TFP 20uM y de TFP'™ (TFP*) 20uM
después de la fotoactivacién por 15min. Los trazos de la TFp™
mantenida en oscuridad =30segq. y 1Omin. después de la

fotoactivacién se sobreponen.
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Los datos anteriores permiten suponer que el paso dependiente
del tiempo de la inactivacidén en UV es la fotoactivacidédn del
complejo nTFP/F,F,. Si esta interpretacidn es correcta, se espera
que la fotoactivacidén de la TFP tenga una dependencia en el tiempo

similar a la de la Fig. 11.
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Fig. 14. Curso temporal (en minutos) de la fotoactivacién de 20 uM
de TFP medida por la disminucién en Abs (257nm). 100%=0.377+0.03,
0%=0.155%0.04, n=5. La irradiacién se realizdé con las muestras en

hielo, para evitar calentamiento y evaporacidn.

La fotomodificacién de la TFP con respecto al tiempo se
determiné midiendo la disminucién del pico de absorbancia a 257nm

(Fig. 14) de la TFP, tomando como 0% de TFP remanente (o 100% de
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fotoactivacién) el valor de absorbancia después de 20min de
irradiacién, después de este tiempo no hubo mayor disminucién en
este pico de absorbancia. Los datos se muestran en la Fig. 14,
donde se observa un curso temporal similar al de la inactivacién de
la fosforilacién mostrados en al Fig. 11. La velocidad de
fotoactivacién es un poco mayor dque el de decaimiento de 1la
actividad de la PSM, probablemente debido a dispersién de luz en el
medio con PSM. Existe un gquiebre en esta curva de tiempo que
podria explicar el de 1la PFig. 11, aungque otros eXperimentos
mostraron gue el gquiebre no se observa a 10uM TFP.

Suponiendo que la TFP™ en UV y la TFP en oscuridad
interactdan en el mismo sitio, ¢Porqué la inactivacién con TFP'™ no
se protege con Pi, y lo contrario ocurre con TFP en oscuridad? La
explicacidén puede ser que ambos farmacos se estén uniendo a
diferentes sitios en la F,F;, © gque como se habia mencionado antes,
la proteccién con Pi requiera de la presencia de ADP. Esto
implicaria que algo de la proteccidén en ultravioleta con ADP+Pi se
debe a un efecto competitivo.

Por dltimo, siguiendo con la idea de buscar una interaccién de
la droga con el sitio de ADP, se midié la unién de ADP a F, en PSM
preirradiadas con 20uM TFP + UV 15', Como se observa en la Tabla
7, la unién permanecié intacta pese al tratamiento que baja =65% la
actividad, de modo que se puede suponer que la TFP y la TFP* son

poco afines por el sitio de ADP.
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DISCUSION

En condiciones de oscuridad, la TFP 20pM no afecta la oxidacién
de succinato, aunque interactida inhibitoriamente con la NADH
deshidrogenasa. Bajo la luz UV se obtienen reducciones de hasta 20%
en el consumo de oxigeno con succinato, indicando una interaccién
inhibitoria de la TFP' con alguno de los complejos de la cadena
respiratoria (Tabla 5). Es probable gue esta inhibicidn contribuya
a la reduccién de =70% de la fosforilacién oxidativa observada.

En 1la oscuridad, 1la TFP 20uM interacciona con el sitio
catalitico del Pi, aunque también con sitios adicionales del
complejo F,F; que podrian ser los causantes de la reduccién de ®15%
en Vmax (Fig. 5-7, Tabla 6)}. Los resultados de la curva de ADP, y
de unién de ADP a F, en PSM, indican que la TFP no interactia
directamente con el sitio de unién de ADP (Tabla 7, Fig. 8). Sin
embargo, ambos substratos protegen de la inactivacién reversible
con TFP de una manera mutuamente dependiente (Tabla 6). Estos
resultados pueden indicar que la interaccién de la TFP en el sitio
catalitico ocurre preferencialmente en el sitio del Pi.

Si la TFP a 20uM interactda preferencialmente con el sitio de
Pi, ¢Por qué depende la proteccién por Pi de la presencia de ADP?
Una posibilidad, es que‘el papel del ADP sea el de incrementar la
afinidad por Pi, y que de este modo se facilite la unién del Pi en
el sitio ocupado con TFP. En este caso se esperaria que la afinidad
de la proteina por el Pi se viera aumentada, es decir que

disminuyera la Km,, por Pi, en presencia de concentraciones
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crecientes de ADP. Sin embargo, cuando se probaron diferentes

concentraciones de ADP, 0.5, 1.0 y 5mM, las me por Pi respectivas
fueron 0.5, 1.7 y 0.7 mM, es decir, no hubo una variacién
significativa en estas concentraciones saturantes de ADP. Esta Km,
es muy parecida a las reportadas previamente en PSM al medir el
recambio Pie«ATP (1.7mM, ref. 81), en vesiculas membranales de P.
denitrificans midiendo fosforilacidn oxidativa (0.33mM, ref. 80),
y en PSM midiendo fosforilacién oxidativa (2.2mM y 1.1mM, refs. 79
Yy 32 respectivamente). Andlogamente, al medir 1la me por ADP a
diferentes concentraciones de Pi (1, 5 y 20mM), 1la Km,, se mantuvo
entre 30 y 60uM.

Una alternativa adicional, seria que la unién de la TFP en
algin(os) residuo(os) cataliticamente importante(s) ocurriera de
una manera competitiva con el estado de transicién de la reaccidn.
De este modo, el o los residuos en cuestidén interaccionarian mas
facilmente con la TFP solamente en ausencia simultdnea de ambos
sustratos. La conmprobacién de esta alternativa necesitaria de la
medida de las constantes de velocidad del cilo catalitico con y sin
TFP.

Por otro lado, si existe una mayor interaccidn de la TFP con
el sitio de Pi que con el de ADP, una posible explicacién es que
haya una mayor hidrofobicidad para el sitio de Pi. Esto estaria de
acuerdo con los requerimientos energéticos para la interaccidén de
ambos substratos con el sitio catalitico descritos anteriormente,
suponiendo que la interaccién de la TFP con el sitio de Pi fuese

por medio de interacciones hidrofébicas. Sin embargo, al pH
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experimental (7.4) la droga tiene una carga positiva, y ésta podrié
jugar un papel relevante en sus interacciones con la proteina como
se ha propuesto con otras fenotiazinas triciclicas ([52]. No
obstante, la interaccidn del Pi en el sitio catalitico de la F,
requiere de cargas positivas, como se discutird mas adelante, y
éstas serian desfavorables para la unién de la TFP, de modo que la
posibilidad de que el sitio de Pi tenga una mayor hidrofobicidaa
puede ser una explicacién vdlida.

Bajo condiciones de luz UV, la inactivacién por preincubacién
con TFP'™ es por lo menos 35% irreversible, pero insensible a la
presencia de 20 mM Pi en ausencia de ADP (Fig. 9). La proteccién
gque se obtiene con ADP+Pi (Fig. 10), puede deberse parcial o
totalmente a la gran absorcién de luz de la adenina en la longitud
de onda de irradiacién (Tabla 8, Fig. 12). La posibilidad de
proteccién por competencia por el sitio catalitico con la TFP no
esti del todo descartada, aungque el efecto protector del AMP (Tabla
8} sugiere fuertemente que la proteccidén es debida Unicamente a la
absorcién de la adenina

Dado el hecho de gue una TFP™ produce una minima inactivacién
de la FF; cuando se preincuba con la PSM en oscuridad, se puede
suponer una diferencia estructural entre la TFP"™ y 1la TFP.

Esta
diferencia estructural seria suficiente para disminuir casi
totalmente la interaccién de la TFP™ en los sitios donde la TFP
puede unirse de manera inhibitoria y reversible en oscuridad. Es
por esto que se observa que para formar un complejo inhibitorio

irreversible entre la TFP'™ y la proteina, se requiere de la previa
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formacién del complejo nTFP/F,F; en oscuridad, para gque
posteriormente la luz UV fotoactive a las moléculas de TFP unidas
a la proteina, mientras que la TFP'™ en solucién ya no puede ejercer
efecto inhibitorio.

El hecho de que la fenotiazinas previamente fotomodificadas no
tienen efectos inhibitorios en sistemas biolégicos se ha observado
previamente cuando se tratan a células E. coli con CPZ y luz UV
{74], cuando se incuba a la calmodulina con distintas fenotiazinas
y UV [77] y cuando se observdé el marcaje del receptor de
acetilcolina con H)-trimetisoquina [78). La conclusién general es
que la especie reactiva durante la fotomodificacién es un radical
libre de la fenotiazina de baja vida media, y gque los productos
finales de la fotomodificacién, son especies estables incapaces de
formar uniones covalentes.

Los estudios de fotomodificacién en fenotiazinas se han
realizado principalmente en la cloropromazina (CPZ). Se sabe que en
la fotomodificacidn de la CPZ se produce un radical libre positivo
(cpz™') por fotooxidacién, este radical libre es de poca estabilidad
y puede producir diferentes productos dependiendo de la composicidn
del medio. Por ejemplo, en methanol y con oxigeno disueltc, se
produce 2-clorofenotiazina y 2-~clorofenotiazina-5-oxido, con 1la
liberacién del substituyente 3-dimetilaminopropil en la posicién 10
(ver Fig. 15) del anillo de fenotiazina [73]. si  la
fotomodificacién se lleva a cabo en metanol pero en ausencia de
oxigeno, las substituciones ocurren en la posicién 2 del anillo de

fenotiazina produciéndose promazina (substituyéndose Cl por H) 6 2~
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ﬁétoxipromazina (substituyéndose €1 por OH), siendo éstas
mddificaciones independientes de la presencia de la cadena lateral
N-alquilo en la posicién 10 {74]. En condiciones un poco mas
fisiolégicas, es decir en agua a pH=7.0 el CPz'"! reacciona através
del atomo de azufre con grupos amino o carboxilato gque actian como
nucledfilos, después de esta reaccidn, una segunda molécula de CP2Z
reacciona con el producto anterior para formar dos moléculas de

cloropromazina-S-6xido y liberar al nucleéfilo [75].

A) - CH3
{CH2)a-N
l CH3 7
N <l
s

Fig. 15. Estructuras de la CPZ (A) y de la TFP (B). En la molécula
de trifluoroperazina estdn numeradas las posiciones de posible

substitucién en el anillo fenotiazinico.

En el caso de la TFP, la fotomodificacidén produciria un
radical libre que posteriormente reaccionaria con nucleéfilos para

substituir covalentemente en tres sitios posibles: en la parte N-
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algquilo de 1la posicién 10 del anillo fenotiazinico, en: el
substituyente trifluorometil en la posicidn 2, & en el &tomo de
azufre en la posicién 5, con la posible formacidén de
trifluoroperazinasulféxido. Si estas modificaciones ocurren fuera
de la proteina, las substituciones gquimicas serian la causa de la
disminucién de la potencia inhibitoria de la TFp'", mientras que si
la fotoactivacién ocurre cerca de algin nucledfilo de alguno de los
residuos de la proteina, la unién covalente podria ocurrir en las
posiciones 2, 5 &6 10 del anillo fenotiazinico.

En las condiciones experimentales de este trabajo, 1la
fotomidificacién se realizdé después de mantener preincubadas en
obscuridad la TFP y las PSM por lo menos 2 min., de modo gque se
espera que el compleijo final nTFPm—Fﬂ% sea el resultado de la unién
covalente de las moléculas de TFP previamente unidas a la proteina
de manera reversible, La posibilidad de gque exista una unién
irreversible adicional de moléculas de TFPf' fotoactivadas en
solucién al complejo nTFPfm-F,F; no se descarta del todo, anque la
posibilidad es baja, ya que se sabe que el CPZ'' es muy poco estable
en soluciones acuosas dque contengan nucledfilos amino o
carboxilicos, como el succinato, el Pi, el tris, etc. [75], los
cuales estén presentes en altas concentraciones en las soluciones
de preirradiaciéon de estos experimentos.

La misma conclusién se propuso con base en experimentos con la
ATPasa en liposomas, pero con razonamientos diferentes. Comparando
las Kigy, para los pares TFP/TFP™ y cPZ/CPZ*" durante determinaciones

de ATPasa en liposomas, se observd gque las Ki,, para cada par de
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farmacos normal/fotomodificado son muy similares [54], lo cual es
un indicio de que la interaccidén del farmaco normal y del
fotomodificado es en los mismos sitios. Sin embargo, como la
inactivacién de 1la ATP sintetasa en estas condiciones es
dependiénte del tiempo (Fig. 11), es dificil aceptar algin cédlculo
de Kig, que en idltima instancia debe reflejar una constante de
equilibrio.

Como otro dato que apoya la conclusidn de que el radical libre
en solucidn no produce inactivacién adicional a la producida por el
radical libre formado en unién a la F,F, [54], se ha propuesto que
la diferencia de potencia inhibitoria entre el TFP'! y el cpz®
deberia correlacionar con sus tiempos de vida media en solucién, es
decir, a mayor tiempo de vida media mayor potencia inhibitoria y
viceversa. Como esto no ocurrid [54], se concluyd que el radical
libre producido en solucidn no produce la inactivacidén observada de
la proteina.

Observando la similitud en el patrén temporal de la
fotomodificacién de la TFP en tris 20mM (Fig.14) con la
inactivacién de las PSM con TFP y luz UV (Fig. 11) se puede suponer
gue el paso mads lento en la inactivacidén es la fotomodificacidn del
complejo nTFP/F,F,.

Estos datos pueden explicarse con la siguiente secuencia de

reacciones:

hv

F,F, + TFP « F,F,/nTFP » F,Fy;/nTFP™' ——» F,F~nTFP™
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En la primera reaccién que estd en equilibrio, ocurre la unién
reversible de n moléculas de TFP al complejo F,F,. La presencia de
la luz UV (hv) induce la formacién del radical libre unido todavia
reversiblemente a la proteina, siendo este el paso mads lento de la
reaccidén completa. Por Gltimo, se forman los enlaces covalentes de
los radicales libres unidos a la proteina, siendo este un paso mas
rapido. Hay que hacer notar que en estas reacciones no existe la
intervencién de radicales libres formados en el "exterior" de la
proteina.

En estas reacciones, n deberia mantenerse constante desde la
unién reversible hasta la unién covalente final. Si alguna de estas
uniones ocurre en residuos claves para la catalisis, la

inactivacién deberia ser completamente irreversible como se ha

reportado para la actividad de ATPasa ([53,54]1. Sin embargo, el
hecho de que se encontrd una irreversibilidad del 35% en estos
estudios, sugiere gue en estas condiciones la fotoactivacién de la
TFP no es del 100%, o gue algunos de los radicales libres formados
no legran unirse covalentemente a la proteina tal vez a causa de
que falte en su proximidad un nucleéfilo adecuado. Otra posibilidad
es que la unidn covalente formada con la proteina sea reversible,
como en el caso de la formacidén de la cloropromazina sulféxido
mnencionado previamente.

Las conclusiones anteriores implican que el marcaje con H>-
TFP™ en la mayoria de las subunidades de la F,JF, [33] es
probablemente una representacidn de las interacciones de la TFP con

la ATP sintetasa en la oscuridad. Los datos de proteccién con
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indican que posiblemente la interaccidén que produce la mayoria de
la inhibicién en la oscuridad, es la de la TFP con el sitio
catalitico. Otra alternativa, es que la unién de ambos substratos
provoque el desplazamiento de la TFP de casi todos sus sitios de
unién inhibitorios, suponiendo que existen varios. Esto requeriria
un movimiento global de F, y F, provocado por la unién de los
sustratos. La existencia de una interaccién inhibitoria entre TFP'™
y Fy, se demostrd por experimentos de reconstitucidén de 1la
proteina, como se discutidé en la introduccién, de manera gue la
segunda alternativa mencionada podria ser mas probable. Sin
embargo, existe ain la posibilidad de gue las interacciones de la
TFP con la proteina adquieran un cardcter inhibitorio solamente
después de la unién covalente, y entonces la comparacién de las
propiedades inhibitorias de la TFP™ con las de la TFP no podria
establecerse.

Una observacién en contra de la conclusiodn de que la TFP y la
TFP'™ se unen a los mismos sitios de la F,F, ATP sintetasa, es que
la presencia de Pi 0.5mM y ADP 0.1mM en el medio de preincubacién
con TFP y UV no ofrecié ninguna proteccién a la actividad de la
proteina después de 15min. de irradiacién. Estas condiciones son
muy parecidas a las mantenidas en oscuridad excepto que la
concentracién de los sustratos es muy baja para evitar la absorcién
de luz por el ADP y mantener a la proteina catalizando. Sin
embargo, estas concentraciones podrian ser insuficientes para
proteger a la proteina en luz UV.

Existe una objecidn para poder comparar los resultados entre
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marcaje y la inhibicién de la actividad con TFP, y es gque los
experimentos de marcaje se realizaron con concentraciones de TFP de
0.8 a 7.0 uM, obteniendo esencialmnte el mismo patrén de marcaje
[33). La Kigy para la inhibicidn de la ATPasa en liposomas es de
5.50 uM [34], esto implica que las interacciones observadas a 0.8
#M no son (o son muy poco) inhibitorias. Esta interpretacidén se
apoya con los datos de la Fig. 5 donde se observa inhibicidén
significativa con concentraciones de TFP> 5 uM. Con estos datos, se
favorece la interpretacién de que la mayoria de las interacciones
de la TFP fuera del sitio catalitico tienen poca influencia sobre
la actividad de la proteina.

Resultados similares se obtuvieron cuando se estudié el
marcaje del receptor de acetilcolina con H3-CPZ en presencia de luz
UV, en este caso se obtuvo un marcaje de las cuatro subunidades del
receptor utilizando 0.5uM del farmaco, siendo que la KiSUX fué de
15uM [78].

¢Existen datos estructurales que apoyen la imagen del sitio de
unidn de Pi como un microambiente hidrofébico? Los datos de unién
de Pi a F, mitocondrial, muestran dos sitios de unién con
diferentes afinidades. La unién al de mayor afinidad (Ky=80 uM), se
bloquea con inhibidores de la ATPasa, lo que hace suponer que éste
es el sitio de unién catalitico [60]. Un sitio de menor afinidad
(K=200uM), y reversible con ATP, se identificd para 1la F, de M.
lisodeikticus [62]. La unién covalente de un anilogo fotoactivable
de Pi (4-azido-2-nitrofenilfosfato), ocurre unicamente en la

subunidad B8 de la F; de cloroplasto de manera dependiente de Mg?*,
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y competitiva con Pi SmM {61]. Experimentos de modificacién quimica
con dietilpirocarbonato (DEPC), usando la subunidad 8 de la F, de
R. rubrum, mostraron que la modificacién de 1 6 2 lisinas produce
inhibicién total de la unién de Pi (K=270uM) afectando la unidén de
ATP de baja afinidad, sin afectar la unidén de ADP. El reactivo DEPC
inactiva a la ATPasa uniéndose con una estequiometria similar [63].
Estos resultados muestran la posicidn del sitio de unién de Pi
cercano al Pi-7 del ATP en el sitio catalitico de baja afinidad por
ATP, en la subunidad B de la F,.

En la subunidad B de la F, (no asi en la a), se encuentra una
secuencia gque se ha identificado en otras proteinas, como un
fragmento que une Pi. Esta secuencia (GLFGGAGVGKTV) se encuentra
conservada en 23 subunidades B de diferentes origenes {64]. Datos
de cristalografia [65) y de resonancia magnética nuclear [66,67]
con la adenilato cinasa, y de cristalografia con la proteina Ras
{68] muestran que este segmento forma una haza cercana a los grupos
Pi del ATP. En particular, la lisina presente en la secuencia puede
interactuar formando un puente de hidrdgeno con el Pi=7 del ATP
[65,67]. La modificacién quimica de esta 1lisina (Lis-155) con
trifosfopiridoxal de adenosina (AP;~-PL) en la F, inhibe la actividad
de ATPasa de la F, de E. coli ([69]. Lo mismo ocurre con la
modificacién con 7-cloro-4-nitrobenzofurazan (Nbf-Cl), y con la
mutacién a otro amino&cido [8]. La reacciédn del DEPC gue inhibe la
unién de Pi a la subunidad f mencionada previamente podria ocurrir

en esta lisina.

Funcionalmente, la haza (llamada haza-P, o haza de glicina) de

65



la adenilato cinasa se acerca a los substratos al unirse estos en
el sitio catalitico, adquiriendo este sitio una conformacién mas
oculta al solvente [67]. Un efecto similar ocurre con la triosa
fosfato isomerasa, gque también tiene conservada esta haza, al
unirse a sus substratos. La delecidén de 4 residuos en esta haza,
provoca una disminicién de 10° veces la actividad de 1la enzima, vy
produce la desestabilizacién del intermediario de la reaccidn para
producir una reaccién lateral. Esta reaccién lateral se favorece en
agua, de modo que al parecer la funcién de la haza en esta enzima
es la de cubrir al estado intermediario del solvente y estabilizar
su estructura para disminuir la reaccién lateral ([70].

Si la haza de la subunidad B de la F; tiene una funcién
similar a la observada en estas otras proteinas, esta seria una
forma de explicar estructuralmente la hipotética hidrofobicidad del
sitio de Pi en la FFH'-ATP sintetasa.

La idea de hidrofobicidad en el sitio catalitico de la ATP
sintetasa y en otras enzimas, surgidé por la necesidad de explicar
el cambio en la K, Para la reaccidn de la hidrslisis del ATP, con
respecto a la medida en agua {34]. Sin embargo ésta no es la dnica
manera con la cual una enzima podria regular la Keq de una reacciédn
en su sitio catalitico. Por ejemplo, durante 1la

sintesis de
tirosil-tRNA catalizada por la sintetasa correspondiente, se ha
encontrado un intermediario estable formado por enzima-tyrosil-—AMP.
La constante de equilibrio de la formacién de tyrosil-AMP a partir

de ATP esta desviada 5 X 10° veces en el sitio catalitico respecto

a su valor en agua, y la posible razdén es un cambio en energia de
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unién al intermediario por varios residuos en el sitio catalitico
los cuales forman una unidén mds fuerte y estable entre el sitio
catalitico y el tyrosil-AMP {76], de tal modo que al parecer el
mecanismo en este caso no es un cambio importante en la polaridad
del sitio catalitico, sino un cambio en el ntimero y fuerza de las
interacciones de los intermediarios de la reaccidn con los residuos

del sitio catalitico.
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