
;:¿_ .2 5" 

UNIVERSIDAD NACIONAL2/
1 

AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

Aislamiento y Caracterización del Complejo 
Fo F 1 • 1 ( ATPasa Mitocondrial ) de Corazón 

de Bovino. 

T E s s 

Que para obtener el titulo de : 

T 1ES CON 
\ ~ALU\ DE OlUGF.N J 
~-

BIOLOOO 

P r e s e n t a : 

FACULTAD DE CIC~lCil.5 
.Sl:CCllJM ESGOLAR 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICB GDIERAL 

J:. INTRODUCCION 

A. GENERALIDADES 

l. El mecanismo Quimiosmótico 
2. Clasificación de las ATPasas 
3. F0F1-ATPasas 

J:J:. ESTRUCTURA DE LA ATP-sintasa 

l. Las subunidades del canal F0 
2. Algunos modelos que explican 

la conducció de H* a través 
del canal F0 

3. Las subunidades del cuello 
4. Las subunidades de F1 

IJ:l. LA ATP-sintasa TIENE UNA ESTRUCTURA 

pag, 

1 

1 

5 
6 
8 

14 

18 
19 
21 

ASIMETRICA 26 

l. Asimetria estructural 26 
2. Asimetria funcional 29 

XV. ALGUNOS MECANISMOS PARA EXPLICAR LAS 
REACCIONES CATALIZADAS POR LA 
il'ATP-sintasa 30 

v. EL INHIBIDOR NATURAL DE LA WATP-sintasa 32 

VJ:. LA UTILIZACION DE DETERGENTES PARA EL 
ESTUDIO DE LA F0F1-ATPasa 38 

VJ:J:. OB3ETIVO Y JUSTIFICACION 40 

VJ:J:J:. MATERIALES Y KETODOS 43 

A) PREPARACIONES BIOLOGICAS 43 



l. Aislamiento de mitocondrias de 
corazón de res 

2. Prepararción de particulas 
submitocondriales de Klein 

3. Preparación de particulas 
submitocondriales de Kg-ATP 

4. Aislamiento del complejo F 0F1 
5. Aislamiento del complejo F 0F1-I 

B) PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

1. Determinación de la concentración 
de proteina 

a. Método de biuret 
b. Metodo de Bradford o del azul de 

Coomassie 
c. Método de Lowry modificado para 

proteinas membranales 
d. Método del ácido bicinconinico 

C) CUANTIFICACION DE LA HIDROLISIS 
DE ATP 

a. Método espectrofotométrico 
b. Método de Fiske y SubbaRow 

D) ESTIMULACION DE LA HIDROLISIS DE 
ATP 

E) ELECTROFORESIS EN GEL DE 
ACRILAMIDA-SDS 

F) TINCION POR PLATA 

G) IMMUNODETECCION DE IF1 EN EL COMPLEJO 
F0F 1-I CON ANTICUERPOS POLICLONALES 

:i:J:. RESULTADOS 

l. Preparación del complejo F0F1-I 
2. La preparación del complejo 

F1-proteina inhibidora 
3. La preparación del complejo F0F1 

63 

pag. 

43 

44 

45 
46 
47 

50 

50 

50 

51 

51 
52 

53 

53 
54 

56 

57 

58 

60 

63 

64 
66 



paq. 
4. Cómo se desarrolló 1a metodologia para 

el aislamiento del complejo F0F1-I 68 

A. CARACTERISTICAS DEL COMPLEJO F0F1-I 77 

i. CARACTERISTICAS FUNCIONALES 77 

i. Estimulación de la hidrólisis a 60"C 80 
2. Efecto de la fuerza iónica sobre la 

hidrólisis de ATP 82 
3. Efecto del pH en la hidrólisis de 

ATP 84 

ii. COMPOSICION POLIPEPTIDICA 87 

iii. INKUllODETECCION DE IF1 EN EL 
COMPLEJO F0F1-I 91 

iv. CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES 
CINETICAS DEL COMPLEJO F0F1-I 93 

B. CARACTERISTICAS DEL COMPLEJO F0F1 96 

i. CARACTERISTICAS CINETICAS DEL COMPLEJO 
~ 1~ 

ii. COMPOSICION POLIPEPTIDICA 103 

X. DISCUSION 105 

XX. CONCLUSIONES 109 

XXX. PERSPECTIVAS 116 

XXXX. REFERENCIAS 118 

xrv. APENDICE 126 



X XHTRODIJCCXON 

A. GENERl\LXDADEB • 

Todas las actividades que realizan los seres vivos, como son 

el crecimiento, el desarrollo, la reproducción y la evolución, son 

procesos endergónicos cuya realización depende de una fuente de 

energia. Las fuentes primarias de energía para los seres vivos son 

la energía libre de muchas transformaciones quimicas y la luz 

solar. La bioenergética es la rama de la Biología que se ocupa, 

precisamente, de estudiar los mecanismos por medio de los cuales la 

energia proveniente de la oxidación de sustratos o de la absorción 

de luz se conserva de manera aprovechable, principalmente en forma 

de la molécula de ATP, asi como la forma en que los seres vivos 

pueden realizar diversos tipos de trabajos utilizando esta energia 

( 1 y 2) • La respuesta a estos mecanismos se ha buscado en las 

llamadas membranas transductoras slfit ~, que son, componentes 

que intervienen en la interconversión de la energia quimica 

contenida en los enl.aces de los sustratos respiratorios, en el 

adenoqíntriCosfato (ATP) o en la luz (en organismos luminiacestes), 

y en la energia eléctrica u osmótica contenida en los gradientes 

transmembranales (3 y 4). Estos procesos son llevados a cabo por 

las enzimas de la cadena de transporte de electrones, que debido a 

su localización vectorial en la membrana, son capaces de realizar 



RBSUKBll. 

La ATP-sintasa es una enzima multimérica que se encuentra en 

diversos tipos de membranas tanto eucariontes como procariontes y 

que cataliza la producción de ATP a partir de ADP y fosfato 

inorgánico utilizando el potencial electroquimico transmembranal 

(4µa•). Hasta la fecha la más sencilla de las F0F1 ATP-sintasas se 

ha encontrado en la eubacteria Escherichia coli. Esta tiene ocho 

diferentes subunidades; cinco de ellas a, S, y, & y E, se 

encuentran en el dominio globular (F1), que se encuentra fuera de 

la membrana, y las otras tres a, b, y e, forman el sector membranal 

de la enzima (F0), al cual está unida la F1. 

La enzima mitocondrial es más compleja, contiene al menos tres 

subunidades extras y una proteína reguladora. 

En este trabajo se describe el aislamiento de la F0F1 ATP-sintasa 

de mitocondrias de corazón de bovino, que contiene a la proteina 

inhibidora nativa. La metodologia utilizada es por medio de una 

columna cromatográfica hidrofóbica, que ha sido reportada para 

obtener a la F1 ATPasa asi como también para la F0F1 ATP-sintasa. 

Las condiciones de1 aislamiento permiten que el inhibidor natural 

de la enzima sea co-purif icado con la enzima presumiblemente en su 

estado nativo. 

Una caracterización de este complejo nativo has sido desarrollada 

y se discute en términos de la presencia de la proteina inhibidora 

asi como de sus caracteristicas cinéticas. 
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~cf~o~diamino tetraacético. 
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contiene al inhibidor natural. 
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Inhibidor natural de la ATP-sintasa. 
Constante de Michaelis. 
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Miligramos por mililitro. 
minutos. 
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Nicotinamida Adenin Dinucleótido 
(reducido) • 
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Dodecilsulfato de Sodio. 
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un desbalance en la concentración de protones a ambos lados de la 

misma. El equilibrio de este gradiente es aprovechado por la ATP­

sintasa, que está también localizada vectorialmente, sólo que en 

sentido inverso a las enzimas de la cadena de transporte de 

electrones y sintetiza enzimáticamente al ATP. 

Para entender cómo la energía proporcionada por la respiración 

o por la fotosíntesis se puede utilizar para formar la molécula de 

ATP y quedar almacenada para ser utilizada por los procesos 

metabólicos de la célula, Petar Mitchell, en l.961 formuló la~ 

ouimiosmótica (5). En esta teoría se propone que una bomba 

primaria, constituida por las enzimas de la cadena de transporte de 

electrones, respiratoria o fotosintética, acopla el paso de 

electrones a una translocación de protones (H*) a través de las 

membranas transductoras de energia; el resultado obtenido de esta 

primera bomba es la generación de un gradiente electroguimico ~ 

~ (.6.µH*). Una segunda bomba transloca estos protones en 

sentido inverso a la bomba primaria y sintetiza ATP aprovechando la 

ener9ia generada. Esta importante reacción está catalizada por la 

enzima ATP-siñtasa. 

La teoría quimiosmótica fue postulada originalmente para 

tratar de explicar el acoplamiento de energia que debe ocurrir 

entre la cadena de transporte de electrones y la ATP-sintasa. 

Actualmente es sabido que el Aµtr' es el intermediario energético de 

muchos y muy variados procesos celulares, tales como la formación 

de gradientes de diversos iones (Na*, g+ y ca2*), la sintesis del 

ATP, del pirofosfato, la generación de calor, etc- (6). 



La importancia de la existencia de ~µIr explica el porqué de 

la amplia distribución de las membranas transductoras de energía: 

la membrana interna mitocondrial, la membrana plasmática de las 

eubacterias, la membrana de los cromatóforos de las bacterias 

fotosintéticas, la membrana tilacoidal de cianobacterias y 

cloroplastos, la membrana plasmática de las arqueobacterias (7) , en 

muchas de las membranas no mitocondriales de los eucariontes, como 

lisosomas, aparato de Golgi, vesículas de Clatrina (8 y 9), y 

vacuolas de plantas y hongos (10). De hecho, la clasificación de 

membranas relacionadas con las conversiones de energía sólo excluye 

con seguridad a las envolturas externas de las mitocondrias, de los 

cloroplastos, de las bacterias y de los peroxisomas (3). 

El sistema de fosforilación oxidativa mitocondrial está 

constituido por s complejos enzimáticos lipoproteicos: (a) la NADH­

ubiquinona-oxidorreductasa o complejo I; (b) la Succinato 

ubiquinona-oxidorreductasa o Compleio II; (e) la Ubiquinol-

ferrocitocromo-c-oxidorreductasa o Complejo III; (d) la 

Ferrocitocromo-c-oxidorreductasa o Compleio IV y (e) la ATP-sintasa 

o compieio V (11) (ver Figura 1). Este sistema constituye el so t 

de las proteínas asociadas a la membrana interna de mitocondrias de 

corazón de bovino, y el resto incluye, entre otras, varias 

proteínas transportadoras y enzimas que actúan como donadores de 

electrones de la cadena respiratoria (12). 
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Figura l. complejos que participan en la fosforilación 
oxidativa. Se muestra la disposición en la membrana interna 
mitocondrial de los cinco complejos originalmente descritos por 
Hatefi (tomado de Gonzalez, 1990 (11)). 



1. Bl Kaoanismo Quiaiosmótico. 

como ya se mencionó, en 1961 Peter Mitchell enunció la 

hipótesis quimiosmótica (5), que propone que la energia derivada 

del transporte de electrones, es utilizada para traslocar protones 

a través de la membrana. Esta translocación, que va de la matriz 

mitocondrial hacia el citosol (de igual forma que en las bacterias, 

pero en sentido inverso a los cloroplastos), origina una diferencia 

de potencial electroquimico transmembranal ( AµH) , que tiene dos 

compoilentes: una diferencia de pH (lt.pH) y una diferencia de 

potencial eléctrico o de carga (4!) ent~e los compartimientos 

interior y exterior separados por una membrana impermeable a 

protones. La energia almacenada al generarse el gradiente de 

protones se utiliza por la ATP-sintasa para la formación del ATP. 

De acuerdo con Mi tchel 1 , la interconversión del potencial 

transmembranal AµH* en la energia de enlace del ATP, es reversible. 

Asi, el proceso de sintesis de ATP consume Aµa•, en tanto que la 

hidrólisis lo regenera. 

Parte de la energia del gradiente se usa para impulsar la 

translocación de otras moléculas a través de la membrana, 

mediante un mecanismo de transporte acoplado. De esta manera el ADP 

y el Pi son llevados hacia el interior de la matriz mitocondrial 

para la sintesis de ATP. 

La estequiometria de iones fosfato incorporados en el ATP, por 

par de electrones que viaja a través de la cadena transporta- dora, 
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se conoce como relación P/2a·, que es equivalente a la relación 

P/O, debido a que cada par de electrones reduce un átomo de 

oxigeno. En mitocondrias la relación P/O es de 3 para el NAOH y 

substratos que transfieren sus electrones al NADH, y la relación 

P/O es de 2 para substratos que transfieren electrones a 

flavoproteinas. 

2. Clasit'icación de 1as ATPasaa. 

La ATP-sintasa también se conoce como complejo "oP1, y menos 

correctamente, como a•-ATPasa, pues en sistemas aislados, y bajo 

ciertas condiciones, la enzima es capaz de realizar la reacción 

inversa, es decir, la hidrólisis del ATP. Existen tres tipos de 

ATPasas: P-, V- y F-ATPasas. sus caracteristicas se describen a 

continuación (13): 

1.- Las P-ATPasas o enzimas del tipo E1-Ez, son aquéllas que 

como parte de su ciclo catalitico incluyen a un intermediario 

fosforilado de la enzima. Las más conocidas de este tipo son la 

Na• /K4'-ATPasa de la membrana plasmática de animales, y la ca2*­

ATPasa del reticulo sarcoplásmico del músculo. Estas enzimas tienen 

una estructura relativamente sencilla ya que poseen una sola 

subunidad de unos 100 KDa, siendo probablemente un dimero la forma 

6 



funcional. 

2. - Las y-ATPasas o de tipo vacuolar son propias de las 

membranas internas (no mitocondriales ni tilacoidales) de los 

eucariontes. son enzimas de unos 500 KOa, con dos porciones 

principales: una integrada a la membrana, y otra periférica que 

contiene los sitios cataliticos . .Ambos tipos de enzimas generan 

gradientes de pH y eléctricos a través de las membranas utilizando 

la hidrólisis del ATP para generar la energia. 

3. - Las F-ATPasas o de tipo F0F1, son las que se encuentran en 

las membranas plasmáticas de eubacterias, en la membrana interna 

mitocondrial y en la membrana tilacoidal de los cloroplastos. Al 

igual que los otros dos tipos de ATPasas, tienen la capacidad de 

hidrolizar ATP y generar gradientes transmembranales. Sin embargo 

su papel principal es, el de sintetizar ATP utilizando el gradiente 

transmembranal de protones (4µH•) creado por las reacciones de 

óxido-reducción de las cadenas de transporte de electrones 

fotosintéticas o respiratorias. Vista globalmente, su estructura es 

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

protones, y un sector soluble donde se encuentran los sitios 

cataliticos. De hecho, en los últimos años se han ido esclareciendo 

las relaciones evolutivas entre los tres linajes de organismos: 

eubacterias, arqueobacterias y eucariontes a través de los estudios 

filogenéticos basados en la estructura de las V-ATPasa y las F­

ATPasas (14). 
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3. FoF1-ATl'asas. 

Las F-ATPasas son complejos enzimáticos oligoméricos que están 

presentes en las membranas transductoras de energia de 

mitocondrias, eubacterias y cloroplastos. Su función puede 

separarse en tres partes: 1) Translocación de u*, que permite a los 

protones generados por la cadena oxidativa cruzar la bicapa 

lipidica, que es impermeable a estos: 2) Acoplante, que dirige los 

protones vectorialmente, de tal manera que la energia almacenada en 

el gradiente electroquimico se utiliza en la sinteis de ATP y 3) 

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

ADl' y de Pi. 

Bajo ciertas condiciones la enzima puede ser reversible. Esta 

reacción se lleva a cabo en ausencia de sustratos oxidables en el 

caso de mitocondrias y bacterias anaeróbicas, o en la obscuridad si 

se trata de bacterias fotosintéticas o de cloroplastos. Este 

proceso puede inducir la formación de un gradiente electroqui­

mico, el cual.a su vez es capáz de revertir el flujo de electrones, 

regenerando el 4µH•, haciendo posible el transporte de algunos 

metabolitos (15). 

Las F-ATPasas (ver Figura 2) , están constituidas por una 

porción soluble, llamada F 11 que observada por medio de 

micrografias, parece un botón que mide 9 nm de diámetro que 

sobresale de la membrana. Este sector posee los sitios cataliticos 

para la sintesis e hidrólisis del ATP. El sector ~, está unido al 
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sector membranal r 0 mediante la región llamada cuello, de 

aproximádamente 4.5 nm de largo por 3.5 nm de ancho. El sector 1'0 

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

(16), es la porción hidrofóbica de la enzima a través de la cual 

pasan los protones para lleqar a la 1'1 (17). El complejo ATP­

sintasa mitocondrial está todavía lejos de ser totalmente 

caracterizado en lo que se refiere a la composición de subunidades, 

y en uno de los reportes más recientes, Walker et al 1991 (18), se 

dice que consta de 14 subunidades, algunas de las cuales ya est~n 

bien caracterizadas, pues aparecen de manera consistente a lo largo 

de diferentes metodologías para el aislamiento de la enzima. 

La F 1 mitocondrial es semejante a la de la bacteria 

Escherichia coli (19), y a la de cloroplastos (20), y pueden 

aislarse de la membrana por medio de diferentes técnicas. La r 1 

puede ser disociada de la F0 por sonicación en el caso de 

mitocondrias, y por disminución de la fuerza iónica del medio en el 

caso de ~; esta porción, aislada sólo cataliza la hidrólisis 

de ATP, y puede unirse nuevamente a la parte menbranal W0 

recuperando la función de Síntesis de ATP. Por su parte, la w0 con 

la F 1 disociada, se convierte en un canal pasivo de protones. El 

hecho de poder purificar a la 1'1 y reconstituirla en membranas 

carentes de ella, pero que mantienen a la r 0 , ha sido de gran 

utilidad en el estudio de la estructura y de los mecanismos de 

acción de la enzima, lo cual se explicará más adelante en la 

sección de modelos para la conducción de protones a través del 

canal F0• 
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Escbe~f~~i: coii :~~~~f:~fda e~~ct!~~~=na~~ i!ta~ºFl~~~~~~~ ~= 
obtienen mediante el proceso de congelación r4pida del complejo 
manteniendo una fina capa de hielo para evidenciarse en el 
microscopio electrónico sin teñir y sin ningiln tratamiento químico. 
A) Vista lateral promedio de 30 moléculas; B) Vista lateral 
promedio de 10 moléculas. C) Muestra un dominio de diferente 
densidad electrónica en el interior de la enzima (Tomado de Gogol, 
1987 (16)). 
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II. La Estructura de la ATP-aintasm. 

Como ya se ha mencionado, el complejo F~1 , está formado por 

dos estructuras principales, una de naturaleza hidrofilica, 1'1, 

cuya subunidades son: a, a, y, 6 y ~ con posibles estequiometrias 

de 3:3:1:1:1, y la otra de naturaleza hidrofóbica, P0, compuesta 

principalmente de las subunidades a, b y e, con una estequiometria 

de a(1), b(2) y c(10) (ver Figura 3) (4). Es necesario mencionar 

que en el caso de mitocondrias hasta ahora no se ha podido 

determinar ni el nümero total de subunidades que componen a esta 

compleja enzima, ni su estequiometria exacta para cada una de las 

subunidades: para algunas (1'1), se tiene consenso, pero falta 

resoiver estos datos para el cuello y el canal F0• 

En cuanto a la localización en el genoma de los genes de la 

"l,j',, se sabe que está codificado por un sólo operón denominado Y,D&., 

para ~. Este operón está totalmente clonado y secuenciado 

para otros organismos y se conoce la secuencia de varios genes 

relacionados ·c21 y 22). Los genes que codifican para las 

subunidades de FQ11 son, en órden secuencial: Yn2B (a), !.ln&E (c), 

J.lllQF (b), J.lllQH (6), llll!<A (a), llll!<G (y), J.lllQD (P), y J.lllQC (<). 

Dentro del mismo operón, se encuentra también ~I, pero de éste se 

desconoce su función (22). Dado que existe un gene para cada 

subunidad y que de varias de ellas existe más de una copia por 

enzima, la estequiometria parece estar regulada a nivel traducción 

(23). 
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Figura 3. La ATP-sintasa de mitocondrias, en bacterias y 
cloroplastos, es una enzima compuesta por dos complejos 
oligoméricos F0 y F1• F0 es un complejo integrado en la membrana y 
consiste de al menos tres subunidades (a, by e), que forman un 
canal de conducción para protones. F1 contiene tres copias de cada 
una de las subunidades a y B, y está unida en eubacterias a F0 por 
medio de las subunidades y, & y f. En mitocondria se incluyen otras 
subunidades que ayudan a la unión del sector hidrofilico con el 
hidrotóbico, que forman la sección llamada cuello (tomado de 
Darnell, Lodish, y Baltimore, 1990. Molecular ~ ~. 
(Scientific American Books) p. 598.). 
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Un punto de importancia _ en el caso de los organismos 

eucariontes es que algunas de las subunidades de la FoP',, están 

codificadas por los genomas de los organelos. Por ejemplo, el DNA 

mitocondrial de levaduras contiene los genes para la subunidad 9 

(equivalente a la a de~ o de mamifero), para la subunidad a 

y la 6 (correspondiente a la subunidad a). El DNA mitocondrial de 

mamifero tiene los genes para la subunidad 6 y para la A6l 

(subunidad e de levadura) (22). El hecho de que en los eucarion­

tes funcionen los genomas nuclear y mitocondrial para el ensamblaje 

de la '}!Q"1 y otras muchas proteinas, es un argumento para apoyar 

la teoria de la endosimbiosis, que explica el origen de los 

organismos con estructuras membranales internas. 

Se ha comprobado que durante la importación de las proteinas 

nucleares hacia el interior de los organelos, algunas de ellas se 

traducen como precursores con secuencias amino-terminales y 

asi se dirigen hacia el organelo especifico, donde son procesadas 

por proteasas especificas en el mecanismo de ensamblaje (cf. 24, 25 

y 26). 

En general, el proceso de importación de proteias nucleares 

hacia la mitocondria requiere de tres procesos principales: 1) 

nucleósidos trifosfato que mantienen una conformación estable del 

precursor: 2) la presencia de la proteína general de inserción 

(OXP), que se encuentra en la membrana externa mitocondrial: y 3) 

la existencia de AY para la interacción inicial del precursor con 

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

humano, tienen dos precursores distintos, productos de dos genes 

13 



diferentes y con diferentes niveles de expresión 9énica en varios 

tejidos (27). 

1. Las Bul:tunidadaa del canal, r 0• 

La porción r 0 posee una naturaleza hidrofóbica, de tal suerte 

que para poder solubilizarla y purificarla es necesario utilizar 

detergentes o agentes caotrópicos. Por ello, es necesario que una 

vez que ha sido purificada, se pueda reconstituir en un liposoma, 

que transloque protones, y que esta translocación esté acoplada a 

la actividad enzimática de lar, (28). 

La 1"0 del complejo ATP-sintasa confiere a la enzima 

protección al frie. En ~ P0 está formado por 3 diferentes 

subunidades denominadas a, b y c. Aunque el número de subunidades 

en la mitocondria es posiblemente mayor, de las que más se sabe es 

también de a, b y c. Una comparación de los pesos moleculares de 

estan subunldades entre diferentes organismos se presenta en la 

Tabla 1. La estequiometria de estas subunidades se ha calculado 

para ~, en presencia de [ 14C]Glucosa o [ 35S]Sulfato, mediante 

la cuantificación de la radioactividad incorporada en cada 

subunidad después de separarlas por geles de poliacrilamida-SOS 

(29). 
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La subunidad a, también llamada 6, no guarda mucha similitud 

entre las especies de donde se ha obtenido, aunque sus patrones de 

hidropatia son similares. No se sabe con certeza si la subunidad a 

está involucrada o no en el paso de los tt•, pero si 

se cambian aminoácidos especificos de esta subunidad en la F0 de ~ 

&21.i, se observa una translocación de H* disminuida apesar de que 

el acoplamiento entre P0 y P1 no se modifica (22). 

Tabla 1. 
Pesos Moleculares de las Principales Bubunidadea de P"1 

:ruente a b e 

~ 30,258 (uncB) 17,233 (uncF) 8,246 (uncE) 

Bliil t:Y~t:Ym 12,460 10-11,000 9,400 

mitocondria de 
corazón &lll.i2 25,000 (ATPaaa•6) 10,000 s,ooo 

.im... 

cloroplasto 27,000 20,900 7,968 

La subunidad o, tiene el mayor grado de hidrofobicidad de 

todas las que componen a la F0 • Posee estructura en forma de 

Para mitocondria y cloroplasto, se tienen los pesos para 
las subunidades 4, siendo 700 (A6L) y 16,000 respectivamente. Los 
datos de esta tabla se obtuvieron de Cramer, W., and Knaff, O. 
1989. Enerqy Transduction in Biological Membranas. (Springer­
Verlang, New york). 
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horqui11a: dos segmentos que atraviezan la membrana conectados por 

un asa hidrofilica (22 y 28). Las evidencias inmunológicas y 

genéticas indican que esta asa hace contacto con la P 1• 

Una de l.as caracteristicas más estudiadas de la subunidad e es 

que su residuo de Asp-61 se une el reactivo diciclohexilcarbo­

diimida (DCCD), razón por la cual también sel.e ha dado el nombre 

de proteína que une occo. Esta unión covalente inhibe casi 

totalmente el paso de H+ (30). Esta subunidad es de carácter 

oligomérico, y se sabe que basta la unión de una sola molécula de 

DCCD en una de las subunidades o para impedir la conducción de los 

H+. Es de interés considerable el eStudio de la subunidad e, y más 

aun la posición y función del Aap-61, pues una mutación de este 

residuo (Asp - Gli o Asp - Asn), produce los mismos efectos que el 

DCCD en l.a r 0 de ~. Además, este residuo es el 1lnico de 

carácter polar altamente conservado en ·las porciones transmem­

branales de la subunidad c. De ahi se concluye la importancia del. 

residuo Asp-61, y la manera cooperativa con la que funciona el. 

oligómero formado por las 10-12 copias de esta subunidad (15) 

(Figura 4). 

Además de a, b y o se han reportado algunas otras subunidades 

en la porción r 0 mitocondrial. Una de ellas es un polipéptido 

codificado por un gen en Saccharomvces cereyisiae denominado .ruuü.; 

se ha encontrado una región homóloga en las mitocondrias de 

mamifero (AGL) (28), cuya función aún se desconoce. El factor B 

(F
1
), con un peso molecular de 11-15,000, puede estar involucrado 

en la transferencia de energia entre F0 y 1'1 (28). También se han 

16 



reportado otros posibles componentes del canal 1'0; sin embargo, 

muchas de estas proteinas no se encuentran en todas las 

preparaciones de P 0 existentes, o existen dudas en cuanto a sus 

propiedades. 

Figura 4. Representación de la estructura de la ATP-sintasa 

::mb~l~s::tlcªam.a :; i~~:9~~ ~oemp{:Jºs~r,~1nÍd!~e~!~ªc;,i~n ~nd;~ 
sector F0; parte superior, vista lateral: parte inferior, vista 
desde arriba. LOs grupos carboxilos indicados corresponden al 
residuo de Asp-61, donde se une el DCCO. (Tomado de Scheider y 
Altendorf, 1987 (28)). 
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reportado otros posibles componentes del canal 1'0 : sin embargo, 

muchas de estas proteinas no se encuentran en todas las 

preparaciones de F0 existentes, o existen dudas en cuanto a sus 
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Fiqura 4. Representación de la estructura de la ATP-sintasa 

::~1~>s;:tlcª:.ª :~ i~~~g~~ ~~P{:;ºs~~~1nrd:~e~!~ª~i~n ~nd!~ 
sector F0: parte superior, vista lateral: parte inferior, vista 
desde arriba. Les grupos carboxilos indicados corresponden al 
residuo de Asp-61, donde se une el DCCO. (Tomado de Scheider y 
Altendorf, 1987 (28)). 
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2. Alguno• Modelos Para la Conducción de u• 

a Trav611 del Cana1 F0 • 

Siguiendo las evidencias experimentales, se ha propuesto que 

para la translocación de los H+ a través del canal F0, son 

necesarios tres tipos de subunidades: a, by o (22 y 28). Debido a 

que 1'0 es un canal altamente selectivo a los H", es posible 

especular acerca de la existencia de una red de puentes de 

hidrógeno transmembranalee, que conduce a los H+ a través del canal 

(40), o bien de grupos que se asocian de manera alternada a los 

protones y que pueden presentarse hacia el interior con altos pKa 

y hacia afuera con pKa bajos (15). 

Basándose en el mecanismo propuesto para el movimiento del 

flagelo, se ha propuesto una hipótesis donde las subunidades a y b 

de P0 y y, 6 y 1t de Ji"1 , pueden rotar e ir estableciendo inter­

acciones con el oligómero formado por las subunidades o, en 

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

subunidad o (41). Tales interacciones permiten cambios conforma­

cionales que se pueden traducir en la sintesis del ATP. No 

obstante, aún faltan evidencias experimentales para afirmar que el 

sector 1'0 rote. 
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3. Las Subunidades del cuello. 

Tal vez la diferencia que más resalta entre los complejos r,;., 
mitocondrial y eubacteriano es la existencia, en el primero de 

subunidades especiales que permiten el acoplamiento entre el sector 

hidrofilico y el hidrofóbico. Actualmente se acepta que las 

subunidades que forman el cuello, son la OSCP, la r 6 y r., aunque 

no se descarta la posible existencia de otros polipép- tidos en 

esta región. 

La OSCP (proteina que confire sensibilidad a la oligomicina 

tipo B, antibiótico secretado por el hongo Steptomycas 

diastatochromogenes), es un polipéptido hidrofilico que interact~a 

con las subunidades Q y O, y cuya principal función es la de unir 

al segmento P0 con P1 (33) . Los e><perimentos que apoyan la idea de 

que la OSCP sirve para unir P'0 con F, han estado enfocados a la 

tripsinización de pequeños segmentos de las subunidades a y O de 

r, y con esto se pierden los puntos de contacto entre OSCP y r, 

(34). Esta subunidad es indispensable para el reestablecimiento de 

las funciones dependientes del gradiente de protones en 

experimentos de reconstitución de F0 con r,. La secuencia de 

aminoácidos de esta subunidad tiene un alto porcentaje de similitud 

con la subunidad 6 de la F, y con la subunidad b de ~' por lo 

que se piensa que pueden tener una función parecida (32). No está 

claro cómo es que se lleva a cabo la inhibición de las actividades 

de la enzima en presencia de la oligomicina, pues no se debe a una 
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interacción de tipo covalente, pero es seguro que interactüa con 

esta subunidad. 

El J'aotor f.S (1'6 ) de levaduras está codificado por el gen 21.i.2., 

y también se ha encontrado en los genes mitocondriales de mamiferos 

(28). su función aún no está bién definida, y algunos autores (35) 

proponen que participa en la unión de F1 a F 0 al igual que OSCP, y 

que junto con ésta confieren la sensibilidad a la oligomicina. 

otras investigaciones apoyan la idea de que tanto 1'6 como OSCP se 

encuentran en la región del cuello, e indican que ninguna de las 

dos subunidades se requiere para la translocación pasiva de 

protones a través de la F0, aunque si para las reacciones en los 

sitios cataliticos (36). 

El ~actor B (P1), es una proteina que se encuentra unida a P0 

del lado de la matriz mitocondrial. Se ha sugerido que además de 

estar involucrada en la reacción de intercambio de ATP-32P (37) y 

afectar la permeabilidad a protones cuando se adiciona a membranas 

carentes de él (38), participa en la organización del 

canal de protones mediante sus dos grupos tiol (39). Los pesos 

moleculares para las subunidades mitocondriales anteriormente 

mencionadas, se muestran a continuación en la Tabla 2. 

20 



Tabla z. 

P••o• •o;::º::•:,:;_:;n:::. ª:f::!::::f.~~e'!º7a~~"o1:is~1 Cue1lo 

OSCP 1 '11', 1 '11'. 

20,967 1 e, ooo 1 13,000 

<&. Las Subunid.adas de 1'1• 

La porción hidrofi1ica de la ATP-sintasa, tiene 5 tipos de 

subunidades: a, 8, y, 6 y f, con una relación molar probable de 

3:3:1:1:1. Los pesos moleculares para las subunidades de la 1'1 

mitocondrial,de E. coli Rhodospirillum rubrum y cloroplasto se 

muestran en la Tabla 3. Para poder conocer las subunidades de la F1 

se han diseñado experimentos de reconstitución, sobre todo en la 

enzima eubacteriana (~) , donde es posible separar las 

subunidades unas de otras, y después determinar qué clase de 

complejo es capaz de realizar actividades cataliticas. Atln cuando 

las subunidades 6 y f estén ausentes, el complejo aBy puede llevar 

a cabo la hidrólisis del ATP (43). 

La subunidad ~ posee un sitio de unión para nucleótidos, que 

2 Los datos de esta tabla se obtuvieron del libro de Cramer, 
w., Energy transduction in biological membranes, 1989 (Springer­
Verlang, New york. 
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tiene una alta afinidad por ATP y ADP, y la unión de éstos 

a la subunidad a produce un cambio contormacional importante (42). 

Se ha reportado la existencia de un sitio de unión para 

magnesio, no intercambiable, que se recupera en el dimero ay al 

desnaturalizar a la F1 (47). Estos resultados, junto con el hecho 

de que la liberación del ATP de la subunidad a es muy lenta, 

sugieren que este sitio de unión para nucleótido podria ser 

regulador o estructural (46). La subunidad a parece ser especie 

especifica, ya que a diferencia de las subunidades 8 y y no forma 

híbridos con subunidades By y de otros organismos (48). 

LOs experimentos con r 1 de ~, mutadas en la subunidad a 

producen la aceleración de la cooperatividad entre los sitios, y 

sugieren que la transmisión de cambios conformacionales entre 

subunidades es esencial para la máxima actividad de hidrólisis. Por 

experimentos de entrecruzamiento y de tripsinización de la 

subunidad a se ha vis to que se al ter a la unión de OBCP con el 

segmento de r,, por lo que se sugiere que la subunidad a 

intereactúa con la subunidad OBCP del cuello del complejo Fri'1 (49). 

En cuanto a la subunidad ~' se ha comprobado que las tres 

subunidades son indispensables para la actividad catalitica del 

complejo ATP-sintasa, ya que poseen los sitios cataliticos de la 

enzima~ Estas subunidades son las más conservadas evolutivamente 

hablando y, por tanto, las más fáciles de substituir, para formar 

hibridos funcionales, ya que el porcentaje de similitud con otras 

especies es mayor de 60 % (31). Esta similitud se da principal­

mente en la zona de unión de nucleótidos (50). 
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A la subunidad 8 aislada de la bacteria fotosintética B.§..:. 

J:l!hl:ym, se le ha atribuido actividad hidrolitica. Sin embargo, esta 

actividad es solamente del 0.1 % con respecto a la de la enzima 

intacta, a pesar de que la Km para el ATP en la 8 es dos órdenes de 

magnitud menor que en la F1 • Tal parece que esto se debe a que el 

ATP en la subunidad aislada se libera a una velocidad muy alta. 

Recientemente, se ha aislado la subunidad B de cloroplasto de 

espinaca, capaz de hidrolizar Mg-ATP a velocidades semejantes a las 

de la enzima intacta, pero no puede hacerlo cuando se trata de Ca-

ATP, que en la enzima intacta es un buen substrato. Estos 

experimentos aportan información acerca de la importancia que 

tienen las interacciones entre las subunidades para que la enzima 

pueda realizar su actividad catalitica. 

La subunidad a también puede unir nucleótidos. Si se toma en 

cuenta que en cada una de estas subunidades (a y B) existe un sitio 

de unión para nucleótidos, se tiene que en total por cada molécula 

de enzima existen seis (44). 

En la subunidad 8 existe una región rica en glicina. Esta 

región es muy similar a proteinas que pueden unir nucleótidos (22). 

Se sabe también que existe en las P-ATPasas y en las 
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Tlll>la 3. 
Pesos Moleculares de las Subunidades 

(en daltons) 
que componen a la pl 

' 
FUente a 8 y & • 
~ 55,Z64(~A) 50,316(~) 11,387 (~G) 19,558 (J:CS.H) 1',914 ty:s_C) 

~ 55,026 50,852 32,437 l.9,543 14, 307 

MI tocondrl• 
(corin6n de 55,164 51,164 30,141 15,065 5,652 

Bovino) 

Cloropl111to 55, 457 53,831 35' 857 20,512 14, 701 

V-ATPasas una pequeña secuencia de aminoácidos que contiene al 

sitio de unión de nucleótidos, y que comparte con éste un alto 

porcentaje de similitud. En la subunidad B de la F1 existe un 

residuo de lisina muy conservado, capaz de unir azido-ATP. Llama la 

atención que el residuo de ácido aspártico, que en el caso de las 

P-ATPasa es el que se fosforila, esté reemplazado por una treonina 

en la subunidad 8 (45). 

La subuñidad ~ de diversas especies tiene solamente 33 

residuos idénticos; la región carboxilo terminal en 8 especies está 

altamente concervada, por lo que se le ha atribuido un papel 

importante en la catálisis y en el ensamblaje del complejo. 

Se ha propuesto que la subunidad 6 de bacterias corresponde a 

la OSCP de mitocondrias y que la subunidad & mitocondrial equivale 

3 Los datos de esta tabla se tomaron del libro de cramer, 
Energy Transduction in Biolqgical Hembranes, 1989 (Springer­
Verlang, New york). 
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a la< de bacterias (22). En cuanto a su función, se sabe que se 

requiere de la presencia de 6 y < para que la porción F1 pueda 

reconstituirse con las subunidades membranales (51). 

La subunidad y parece ser tan indispensable para el ensamblaje 

de las otras subunidades de la 1'1 que en su ausencia, no hay 

ensamblaje entre o y a (52). Estudios de entrecruzamiento del 

complejo F1 soluble, y otros más recientes sobre la estructura de 

la enzima (53) muestran que la subunidad y se encuentra 

interactuando principalmente con las subunidades a, 6 y <. 

Experimentos realizados con las subunidades de ~, de ~ 

mostraron que la minima combinación que presenta actividad 

hidro11tica es complejo a183y (54). Se ha propuesto también que la 

subunidad y actúa como la compuerta del paso de los protones hacia 

las subundades cataliticas (55). 

Aunque en el caso de la enzima mitocondrial se desconoce la 

función de las subunidades 6 y E, se ha propuesto que pueden anclar 

la estructura a 383y a la porción '1'0 de la enzima. LO anterior se 

basa en que la subunidad 6 mitocondrial tiene como equivalente a la 

subunidad E en~ y en cloroplasto (SS), donde se sabe que 

presisamente ancla al complejo a 383y. una aclaración pertinente es 

que la subunidad < de mitocondria no tiene equivalente en bacterias 

ni en cloroplasto. 

Dentro de las proteínas que integran a la F1 mitocondrial se 

encuentra también la llamada ~ inhibidora, que es un 

péptido de bajo peso molecular que en levaduras se une directamente 

a una de las subunidades a. su interacción es estabilizada por dos 
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proteinas, una de 9 kDa y otra de 15 kDa 

(59). Resulta muy interesante que en la enzima de ~ la 

subunidad tenga la capacidad de inhibir la actividad de 

hidrólisis ( 60) , lo cual concuerda con la homologia entre ambas 

proteinas (59). Más adelante se retomará a la proteina inhibidora 

para mencionar los papeles funcionales que se le han asignado, asi 

como algunas otras caracteristicas que posee. 

XXX. LA ATP-sintasa TXENE llNA EBTRUCTURl\ ASXHETRXCA. 

1. Aaimetria Estructural. 

Con base en estudios estructurales, de difracción de rayos X 

y en la estequiometria de la ATP-sintasa a 161y6E, Amzel y col. 

propusieron en 1982 que la F1 presentaba una asimetria estructural, 

determinada por lao subunidades pequeñas de este sector de la 

enzima. Lo que se observó en este caso y también por estudios de 

tinción negativa de moléculas de J'1 fue un arreglo hexagonal 

formado por 6 lóbulos del mismo tamaño, aproximádamente 80 A, que 

representan a las tres subunidaes a más las tres subunidades 8 

( 61) . En 1986 Boekema y colaboradores lograron ver además una 
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séptima densidad electrónica en el centro de la estructura que 

parece estar formada por las subunidades y6E (&2). En 1989 Gogol 

y col. combinaron dos técnicas de reconstrucción tridimencional, de 

imágenes de cristales bidimensionales de ECF1 teñidos 

negativamente, y el análisis de una particula de ECF1 preservada en 

su forma nativa mediante congelamiento, y usando criomicroscopia 

electrónica, lograron tener una imagen más completa de la enzima. 

Además del hexágono formado (95-100 A) por las 6 zonas teñidas de 

aproximadamente 90 x 30 A en el centro, observaron una cavidad 

acuosa (30-40 A), que abarca prácticamente la longitud del complejo 

(63). Lo anterior apoya el hecho de que el segmento r 0 de~ 

forma un poro de protones al reconstituirse en membranas, pues no 

se encuentra ninguna densidad proteica en esta región (G4). También 

se visualizó una séptima densidad electrónica compacta, que se 

encuentra asociada estrechamente con las subunidades periféricas y 

que obstruye prácticamente toda la cavidad central (ver Figura 5). 

Los autores de este trabajo pudieron también confirmar la 

alternancia de las subunidades a y S en la enzima con un 

experimento elegante, usaron criomicroscopia electrónica con el 

complejo ECF1 decorado con anticuerpos anti-a (54). 

También se ha podido observar que la densidad Sn el interior 

de la estructura dada por las subunidades pequeñas está en 

posición asimétrica, adyacente a las masas periféricas no marcadas, 

indicando que su interacción principal es con la subunidad B. De la 

misma manera el análisis de la ECF1 tripsinizada carente de & y E 

y de parte de la subunidad y, permitió observar que la densidad 
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central. disminuye debido a l.a ausencia de 6 y E". Finalmente, usando 

fraqmentos F0ab contra ep1topes accesibles de las subunidades 

pequei'las confirmaron que éstas son responsables de la masa 

asimétrica que interactlla con la subunidad 8 no marcada (65) • 

arregi~gu~~xa!~n!~~ge~}ª 1;,~C:,~~~i~ d~eECF63 no!~:~!~:: m~~~ra~~~t~~ 
asimétrico. B) 33 imágenes con centro abierto, y C) 11 imágenes con 
el centro parcialmente cerrado. (Tomado de Gogol E.P. et al 1987 
(16)). 
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central disminuye debido a la ausencia de 6 y ~. Finalmente, usando 

fragmentos F0ab contra epitopes accesibles de las aubunidadea 

pequeñas confirmaron que éstas son responsables de la masa 

asimétrica que !nteracttla con la subunidad B no marcada (65). 

B 

Figura 5. Imágenes promedio de ECF 1 no teñidas mostrando un 
arreglo hexagonal. A) Promedio de 63 im6qenes con centro 
asimétrico. B) JJ imáqenos con centro abierto, y C) 11 imágenes con 
el centro parcialmente cerrado. (Tomado de Goqol E. P. et al 1987 
(16)). 
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2. Asimetria Funcionai. 

Por otra parte, los resultados de experimentos de 

desnaturalización por frio (66) y de modificación quimica de la F 1 

con OCCD, EEDQ, Nbf y FSBI, reactivos con los cuales la enzima 

muestra sólo una tercera parte de su actividad, son consistentes 

con los modelos propuestos para la F1 con subunidades 8 no 

equivalentes. Asi tenemos también el ejemplo de la ECF1 en la cual 

las tres subunidades 8 tienen diferente reactividad (67): s, 
interactúa con la subunidad e, 8 2 reacciona con occo, y &,, acepta 

la entrada de Nbf e IAANS, que es un reactivo especifico para 

grupos -SH. Todo ello sugiere que además de la aaiaetria 

estruotura1 la F1-ATPasa posee una &flimetria funcional. En este 

sentido, se sabe también que sólo uno de lps 3 sitios de unión para 

nucleótidos clasificados como no cataliticos puede intercambiar 

nucleótidos en presencia de EDTA (68). 
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XV. ALGONOS HEC.l\HXSHOS PARA EXPLXCAR LAS REACCXONES 

CATALXZADAS POR LA ATP-sintasa. 

La reacción reversible catalizada por la ATP sintasa incluye 

un minimo de tres pasos que se muestran a continuación, en el 

sentido de la hidrólisis (ver Figura 6). El primero de ellos 

consiste en la unión del ATP a la enzima, el segundo debido a la 

hidrólisis de ATP a la salida de agua y P1, y el tercero en la 

salida del ADP. Se conocen los valores de las constantes de 

velocidad para la F1 de mitocondrias de corazón de res (71). A 

partir de estos datos se pueden resaltar algunos puntos 

importantes: el ATP que se une al primer sitio catalÍtico lo hace 

con una constante de asociación muy al ta ( 10·1z M" 1) 1<1 y, una vez 

unido, se establece un equilibrio entre el sustrato y los 

productos de la hidrólisis formados, de tal forma que la Kz tiene 

un valor cercano a uno. En cuanto al mecanismo de reacción, esto 

significa que el cambio de energia libre en el paso catalitico es 

cero (69). Consistente con lo anterior varios autores han logrado 

la síntesis neta de ATP unido a la F1 soluble sin que haya aporte 

alguno de energia (cf. 70). si las reacciones de síntesis e 

hidrólisis de ATP están en equilibrio en el microambiente del sitio 

catalitico de la enzima ¿para qué se requiere entonces esta energia 

proporcionada por el OµH+? Tomando en consideración la alta 

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

sugerido que la energia se requiere para que el producto (ADP) sea 
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liberado al medio (20). 

A'rP Pi ltJ>P 
~ j ; 

.. 1 ~ .. ,-AS'P-.. •,-anP Pi.---•,-aoP-1', 

Figura 6. Reacción de hidrólisis de ATP por la ATP-sintasa. 
Las letras K indican las constantes de velocidad para la reacción 
de hidrólisis efectuada por la F1 de mitoco11drias de corazón de 
bovino (71). 

cuando la velocidad de hidrólisis en muy baja (10"4 sº 1 ) (159), 

al agregar un exceso de ATP se saturan los dos sitios cataliticos 

restantes (71), y la v_x de hidrólisis adquiere un valor de 

aproximadamente 10·2 s" 1 • Este aumento de cien veces en la velocidad 

de hidrólisis implica que la F1 presenta una fuerte cooperatividad 

positiva entre sus sitios cataliticos (71). 
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V. BL IHKIBIDOR NATURAL DE ~ ATP-sintaaa. 

El inhibidor natural de la ATP-sintasa (IJ'1), es una proteina 

ácida y estable al calor (73) que por secuencia pesa 9,578 Da (72). 

En 1963 Pullman y Monroy (76) observaron que las mitocondrias de 

corazón de res contenian un factor que inhibía la actividad 

hidrolitica de la r 1, pero que no afectaba su capacidad de acoplar 

el transporte de electrones de la cadena respiratoria a la sintesis 

de ATP. Tal aseveración está fundada en el gran incremento de la 

actividad hidrolitica que se obtiene al purificar a la r 1, 

capacidad que no es concomitante con un incremento en la capacidad 

de acoplamiento del transporte de electrones con la síntesis de 

ATP. PUllman y Monroy encontraron que durante la purificación de 

la r, al calentar, alcalinizar o aumentar la fuerza iónica del 

medio, se liberaba un péptido de bajo peso molecular (10.S KDa), el 

cual al ser reconstituido en la enzima, confería estabilidad al 

frio a la P1 soluble e inhibia su actividad de hidrólisis. Debido 

a ello le dieron el nombre de inbibid.or natural de la aTPasa. Desde 

ese entonces, dichos autores propusieron que el complejo r,­

Proteina Inhibidora podia ser la forma funcional natural del sector 

catalítico de la ATP-sintasa. Estudios posteriores revelaron que la 

proteína inhibidora también regula la sintesis del ATP, asi como 

las reacciones parciales del ciclo catalíticoª De ahi que se le 

denomine como inhibidor bidireccional (75 y 76). Desde su 

descubrimiento, la proteina inhibidora se ha aislado práctica-
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mente de todas las fuentes de ATP-sintasa (cf. Pedersen y col., 

1987 (45)). Puede ser marcada con ¡ 14c]Fenilisotiocianato (77), 

[ 14C] Metil-4-azidobenzimidato (81), o con 125 I (82), sin perder su 

actividad inhibitoria sobre la F1 • 

Para reconstituir a la proteína inhibidora en la P 1 es 

necesaria la presencia de Mg-ATP, y aün asi el péptido se disocia 

fácilmente bajo las condiciones antes mencionadas. En los complejos 

obtenidos de levaduras, se encuentran dos tipos de proteínas (9 y 

15 KDa), que confieren gran estabilidad al complejo ~gP1-proteina 

inhibidora reconstituido, aún en ausencia de Mq-ATP. 

Esta proteína interactúa con el extremo carboxilo terminal de 

una de las tres subunidades 8 del complejo 1'1 (77, e1, 83 y 84), 

a la cual se le ha llamado 8 1 , para diferenciarla de las otras dos 

subunidades 8. Sólamente l mol de proteína inhibidora se une por 

mol de 1'1 (77), o de P,,P1 (78), lo que significa que una de las 

subunidades 8 tiene mayor afinidad que las otras dos por este 

péptido. Este fenómeno constituye una de las evidencias para 

explicar la asimetría intrínseca de la ATP-sintasa. La interacción 

de la proteína inhibidora con la F1 también ocurre en ~, en 

la cual la subunidad E desempeña el papel de proteína 

inhibidora (85). 

¿C1lal es la función de la proteína inhibidora durante el ciclo 

catalitico de la enzima? Cuando el inhibidor está presente en la 

enzima, la fosforilación oxidativa en estado estacionario, que se 

lleva a cabo en particulas submi tocondriales, tiene una fase de 

retardo que no se observa en partículas carentes de la proteína 
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inhibidora (79). Se ha probado que la existencia de gradientes 

electroquimicos en partículas submitocondriales inducen un cambio 

en la posición de la proteina inhibidora en relación con la 1'1, 

teniendo como resultado la recuperación de la actividad catalitica 

de la enzima (80). Aunque no modifica la velocidad de la 

fosforilación oxidativa en estado estacionario, la existencia de la 

fase de retardo indica que el péptido inhibidor no solamente ejerce 

un efecto en el sentido de la hidrólisis del ATP, sino también de 

la sintesis. La reacción de recambio ATP-12Pi se considera una 

reacción parcial de la sintesis del ATP (ya que consiste de todos 

los pasos de ésta, incluyendo los pasos en dirección de la 

hidrólisis, excepto la liberación del producto ATP unido a la P1 

(Figura 6); la reacción consiste básicamente en la incorporación de 

12P a una molécula de ATP frio, y el paso limitante de la reacción 

es la liberación del ADP). La reacción de recambio ATP-32Pi es menos 

sensible que la hidrólisis a la acción de la proteina inhibidora. 

Se ha propuesto que la proteina inhibidora ejerce su efecto a nivel 

de la liberación del producto ADP (75). 

Además de controlar las actividades catalíticas, la proteina 

inhibidora puede estar involucrada en la translocación de protones 

a través de la ATP-sintasa. Las partículas submi tocen- driles 

tratadas con urea pierden al sector 1"1; cuando éste es 

reconstituido es posible recuperar la actividad hidrolitica 

sensible a la oligomicina y bloquear el paso pasivo de los 

protones. Si además se reconstituye a la proteina inhibidora, 

disminuye tanto la actividad de hidrólisis como la conductividad 
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a los protones. 

Se ha observado que otra de las propiedades de la proteina 

inhibidora es la de disminuir el recambio de los nucleótidos unidos 

a la F1 con los del medio (81). Utilizando a una F1 con un bajo 

contenido de nucleótidos se observó que bajo la influencia de la 

proteina inhibidora hay cinco moles de éstos unidos por mol de F1, 

uno de los cuales es un nucleótido trifosfatado. La capacidad de 

recambio de los nucleótidos difosfato está muy disminuida en la F1 

con la proteina inhibidora reconstituida. Se ha determinado también 

que durante la hidrólisis del ATP los nucleótidos permanecen unidos 

a la enzima, mientras la unión de la proteína inhibidora permanezca 

estable (86). En contraste, cuando el inhibidor está ausente hay un 

rápido recambio de la mayor parte de los nucleótidos, 

independientemente de que exista actividad hidrolitica o no (87). 

De lo anterior se infiere que la inhibición producida por este 

péptido es de tipo competitiva (BB). Para que la unión del 

inhibidor en la F1 produzca un complejo F1-proteina inhibidora de 

baja actividad hidrolitica, es requisito indispensable la 

preincubación con Mg-ATP, de tal manera que la F1 realiza varios 

ciclos cataliticos para unirse a la proteina inhibidora. De ahi se 

concluye que afecta a la hidrólisis multisitio. Los experimentos de 

Kalashnikova y col. en 1988 (89) se enfocaron a conocer el papel de 

la proteina inhibidora en la hidrólisis unisitio (es decir, 

utilizando una concentración de ATP tan baja que sólo funcione un 

sitio catalitico): utilizan ATP 100 µM y obtienen una inhibición 

del 85\ de la actividad hidrolitica, al adicionar a la proteina 
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inhibidora. Esta inhibición se mantenia a1ln en concentraciones 

subestequiométricas de ATP (condiciones unisitio). Ralashnikova y 

col. determinaron que durante la hidrólisis de ( 14C]ATP en estado 

estacionario la r, une .l.2 moles de ( 14C]nucleótidos de adenina por 

mol de enzima: en cambio, cuando se determinaron los nucléotidos 

unidos en la P1 con el inhibidor reconstituido, se observó que este 

complejo era prácticamente incapaz de unir nucleótidos en el sitio 

catalitico. Con esos experimentos se concluyó que la .r, con su 

inhibidor natural es inactiva durante la catálisis uni- y 

multisitio. 

Hay estudios que sugieren que el inhibidor natural 

reconstituido y el endógeno, no necesariamente interaccionan de 

igual manera con la r, ego y 91.) y, por tanto, pueden tener 

diferentes efectos sobre las funciones de la P1• Valdés y Dreyfus 

(91), observaron que los patrones de inmunoprecipitación con 

anticuerpos policlonales anti-~1 de la enzima en psm con inhibidor 

reconstituido o con inhibidor endógeno, son muy direrentes. Esta 

diferencia no solamente es estructural, sino que repercute sobre 

las actividades cataliticas. LOs anticuerpos estimulan la actividad 

hidrolitica en psm con inhibidor endógeno y la disminuyen en 

particulas con el inhibidor reconstituido. Para la reacción de 

recambio los resultados son a la inversa. Lo anterior sugiere que 

la enzima puede establecer interacciones diferentes con la proteina 

inhibidora, y que esto puede tener consecuencias a nivel 

estructural y funcional. 

La importancia fisiológica de la proteina inhibidora en la 
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regulación de la hidrólisis del ATP se demostró ~ en músculo 

cardiaco isquémico (92). 

Hay que mencionar que la mayor parte de los experimentos que se 

refieren a la proteina inhibidora de la ATP-sintasa se han 

efectuado en preparaciones con el inhibidor exógeno reconstituido 

en la F1 soluble o membranal; de hecho, la única preparación de 

la F 1 soluble que contiene a la proteina inhibidora fue reportada 

por Adolfsen y col. en 1975 (93). Esta preparación tiene el 1 t de 

la actividad de hidrólisis de la P1 sin inhibidor (i.e., 1 µmol 

min-1 mg- 1), y por esa razón se le llama F 1 latente. La icubación de 

esta preparación a 60&C libera la acción de la proteina inhibidora, 

obteniendose una preparación de 1'1 con una alta actividad de 

hidrólisis (i.e. al rededor de eo µmolmin- 1mg1). Hasta ahora no se 

conoce con seguridad el mecanismo que subyace esta observación: la 

proteina inhibidora puede moverse de su lugar, o puede ser liberada 

de su sitio original. La F 1 latente se parece más en su actividad 

a las enzimas de eubacterias y de cloroplastos, pues estas últimas 

son ATPasas que tienen una baja actividad hidrolitica, y son 

estimulables por agentes de diferente naturaleza (85 1 94 y 95). 

Emprendiendo nuevos procedimientos experimentales en los cuales 

esté presente la proteina inhibidora, podremos obtener más 

información acerca de la forma nativa de la ATP-sintasa. 
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VX. LA UTXLXZACXON DB DBTBRGBNTEB PJUUI BL BBTUDXO 

DB LA P.,F1-ATPaaa. 

El uso de detergentes para el estudio del complejo F0F1-

ATPasa, no solamente se ha enfocado a su aislamiento y 

purificación, sino también se ha utilizado como una herramienta más 

para comprender su estructura y tratar de obtener más información 

acerca de su regulación catalitica. Se han llegado a obtener 

interesantes resultados estudiando las interacciones entre 

diferentes detergentes con la enzima. En general, se sabe que 

muchas proteinas con cierto grado de hidrofobicidad poseen sitios 

de unión de alta afinidad que se saturan con concentraciones bajas 

de algún detergente. Al aumentar la concentración la interacción 

del detergente con la proteina se torna cooperativa y desencadena 

camtrios conformacionales en la enzima. Dichos cambios provocan que 

algunos grupos de carácter hidrofóbico que naturalmente (en medio 

acuoso) no estaban expuestos, en presencia del detergente, se hagan 

evidentes (91). 

como ejemplo de los experimentos realizados con la enzima en 

presencia de detergentes tenemos los trabajos de Norling (97), 

Andreu (98) y Hollinedo (99), que han sugerido que el efecto de los 

detergentes sobre la F 1 puede deberse a posibles cambios en las 

interacciones hidrofóbicas. Norling (97) mostró que los detergentes 

colato y desoxicolato pueden activar a la F1-ATPasa de la 

eubacteria term6tila PSJ, que tiene la particularidad de no 
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alcanzar su actividad máxima sino hasta los 7s•c. Estos detergentes 

aniónicos a 3o·c, pueden activar a la enzima de esta bacteria, 

hasta actividades similares a las que posee reaccionando a 75•c; se 

propone que estos detergentes inducen una conformación en la enzima 

que le permite alcanzar estas actividades hidroliticas. 

Montero-Lorneli y Dreyfus (94) observaron que el detergente 

LDAO cambia los requerimientos de los cationes de la ATP-sintasa, 

de la eubacteria Rbodospirillum rµbrµm. Mientras la enzima está en 

solución se comporta preferentemente corno una ca-ATPasa, pero en 

presencia del detergente, expresa su actividad de Mg-ATPasa. 

Vázquez-Laslop y Dreyfus (122) estudiaron el efecto del mismo 

detergente (LDAO) sobre la actividad de la ATPasa de partículas de 

Mg-ATP y Klein, obteniendo un incremento en la actividad de 

hidrólisis a concentraciones elevadas del detergente ( 50 mM). Estos 

experimentos demuestran que el detergente activa la hidrólisis del 

ATP en sistemas que tienen un alto contenido de proteína inhibidora 

(psm Mg-ATP) y en ATPasa solubilizada con Triton X-100 de las 

mismas particulas. Vázquez-La.slop y Dreyfus también observaron que 

en estos sistemas mernbranales (psm) la presencia de colato de sodio 

no tiene ningún efecto sobre la actividad de hidrólisis de las 

preparaciones mitocondriales. 
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VII. OBJETIVO Y JUBTIFICACION: 

El objetivo principal de este trabajo es el de aportar nuevos 

resultados que contribuyan al conocimiento de las propiedades 

estructura-función de la ATP-sintasa de mitocondrias de corazón de 

bovino. Esta es una enzima compleja que, a pesar de haber sido 

sometida a un amplio número de estudios estructurales y funcionales 

desde cualquier punto de vista, aún guarda muchos parámetros por 

conocer. 

Para poder conocer más acerca de la ATP-sintasa es necesario 

el desarrollo de nuevas técnicas de aislamiento y purificación 

capaces de acercarse a las condiciones nativas de la enzima. Los 

trabajos anteriormente reportados para esta enzima han permitido 

una caracterización parcial de sus relaciones estructura-función y 

se refieren en su inmensa mayoria a: (a) las caracteristicas 

cataliticas o estructurales de cada uno de sus componenetes por 

separado (F0 , F1 o F0F1), (b) de su función dentro de la cadena de 

transporte de electrones tanto fotosintética como respiratoria (e) 

a la reconstitución de las funciones de la enzima después de haber 

sido depletada de alguno de sus componentes, como por ejemplo 

reconstituir a la proteina inhibidora en complejo F0F1 en psm o en 

l iposomas que no la contienen, o a la reconstitución del F 1 en 

canales Fo en psm o en liposomas. De estos experimentos se ha 

concluido que las funciones de la enzima cambian después de ser 

separadas, y posteriormente reconstituidas. Existen menos trabajos 
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referentes a la enzima integra en psm, y aún mucho menor número de 

aquellos dedicados al aislamiento de la enzima integra (complejo 

F0F1). Por otra parte, existe sólo un trabajo que reporta el 

aislamiento de un complejo como el aqui descrito (101), y el cual 

se refiere a la secuenciación de las porciones amino terminales de 

las subunidades de la enzima. El método de purificación del 

complejo y las características del mismo no ha sido publicado aün. 

De acuedo con lo anterior, este trabajo está enfocado a buscar 

un nuevo método de aislamiento y purificación que permita tener un 

complejo enzimático con las características aproximadas con las que 

se encuentra en la célula, es decir un complejo 

F0F 1-I. 

Por ello en esta tésis se pretende diseñar una metodologia 

para obtener un complejo V mitocondrial de manera unitaria. Es 

decir, que contenga al sector hidrofóbico F0 unido por medio de las 

subunidades del cuello a la parte hidrofilica F 1 y que en ésta 

última, se encuentre funcional la proteina inhibidora. Lo que 

require de la preservación durante el aislamiento de la enzima, de 

las características por medio de las cuales en la preparación 

permanescan unidos el ·complejo F0 al sector P1, sin perder sus 

propiedades, asi como del mantenimiento de las propiedades 

adecuadas por medio de las cuales la porción P1 puede contener a la 

proteína inhibidora sin perder sus características. 

Para lograr este cometido, la metodología desarrollada surge 

como una mezcla de dos diferentes técnicas principalmente, la 

desarrollada por Adolfsen (del grupo de Moudrianakis en 1975 
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(102)), que contiene algunas modificaciónes tomadas del método de 

Tuena de Gómez-Puyou en 1977 (72 y 103), unido al método de Dreyfus 

y col. publicado en 1984 (104). La primera técnica se refiere al 

aislamiento de una F1 soluble, que contiene al inhibidor natural, 

y la segunda a la purificación de un complejo Pr:P1, ambas de 

mitocondrias de corazón de res. 

Una vez obtenido este complejo, se pretende conocer su 

funcionamiento catal1tico, su composición polipeptidica y sus 

caracteristicas cinéticas en el sentido de la hidrólisis del ATP. 

Las propiedades que presente el complejo deben guardar un 

comportamiento semejante al de las preparaciones de las cual 

deriva. 
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vrrr. HJITBRXALBS y METODOS. 

A) PRBPARACXONBS BXOLOGICAS. 

1. Aia1amiento de Hitocondrias de corazón de Rea. 

Se parte de corazones de bovino frescos obtenidos del rastro. 

Se siguió el método descrito por Lów y Vallin en 1963 (105). Todo 

el procedimiento se realiza a 4•c. La preparación comienza con la 

eliminación del tejido conjuntivo y grasa, para posteriormente 

moler el müsculo. Por cada 400 g de carne molida se añaden 1.2 1 de 

un amortiguador de Sacarosa 0.2SM, EDTA O.OlSM y Tris-el o.oos M, 

pH 7. 4. Utilizando una solución saturada de Tris se ajusta el pH de 

la solución a a.o, y se homogeneiza en periodos de 5 s durante 1 

minuto en una licuadora comercial Waring. Inmediatamente después se 

reajusta el pH a a.o con Tris saturado. 

El homogeneizado se centrifuga a 3, ooo revoluciones por minuto 

durante 10 minutos, en un rotor sorvall GS3. El sobrenadante se 

filtra a través de 2 capas de gasa y se vuelve a centrifugar, esta 

vez a 10,000 rpm por diez minutos, en un rotor Sorvall GSA. 

Se elimina el sobrenadante: la pastilla precipitada se 

resuspende en amortiguador de Sacarosa 0.25 M, Tris-el o.oos M pH 

7.4 y se homogeniza con la ayuda de un homogeneizador. se vuelve a 
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centrifugar a 10,000 rpm por diez minutos. La pastilla resultante 

está compuesta por dos fracciones: la superior o mi tocondrias 

ligeras, y la inferior o mitocondrias pesadas, lo cual tlnicamente 

se refiere a qué tan bien selladas están sus membranas. Con una 

solución de Sacarosa 0.25 M, Tris-Cl 0.005 M, pH 7.4 se ajusta la 

concentración de proteina a aproximadamente 60 mg/ml para las 

mitocondrias pesadas, mientras que las ligeras se resuspenden en el 

volWnen que las contiene. La cuantificación de proteina se llevó a 

cabo por el método de biuret (106). Las mitocondrias se almacenan 

a -1o·c hasta su utilización. 

2. Preparación 4• Partículas Bubmitocondrial•s de ~lein. 

Se utilizó el método descrito por Klein y col. en 1982 (112), 

el cual consiste en resuspender mitocondrias ligeras a 20 mg/ml en 

un amortiguador que contiene: Sacarosa 250 mM/KCl 75 mM/ Tris-so4 

JO mM, pH O.O/EDTA 2 mM (pH e.o con H2So4). A continuación se sonica 

en lotes de 20 ml por 45 s tres veces en un sonicador Branson 250, 

con intervalos de 15 s de descanso, en un baño de aqua-hielo. El 

sonicado se centrifuga durante 20 min a 15,000 rpm a 4•c. Se incuba 

el sobrenadante durante 60 min a 3o•c, y se vuelve a centrifugar 

pero ahora a una velocidad de 30,000 rpm durante 90 mina 2s·c. El 

sobrenadante resultante de esta centrifugación se guarda a -7o·c, 
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pues a partir de él se aisla la proteina inhibidora. El precipitado 

se resuspende en Sacarosa 250 mM/Tris 5 mM pH 7.4. se determina la 

concentración de proteina por el método de biuret (109), y se 

determina la actividad de hidrólisis por método espectrofotométrico 

(109). se almacenan las particulas en alicuotas de 1 ml en 

nitrógeno liquido, hasta su utilización. 

si se inicia la preparación con 2.0 a 2.5 g de mitocondrias se 

obtienen aproximadamente 700 mg de particulas submitocondriales. La 

actividad de hidrólisis de las psm-Klein está en su máxima 

expresión, por lo cual su actividad especifica dede ser de al 

rededor de 10 µmol min" 1 mg" 1 • 

3. Preparación de Partículas Submitoaondrial•• Mg-ATP. 

se utilizó el método descrito por Lee y Ernster en 1967 (107). 

Este consiste en resuspender las mitocondrias pesadas a 10 mg/ml 

con un medio que contiene Sacarosa 0.25 M, ATP 0.006 M y Acetato de 

Magnesio 0.006 M. El pH se ajusta entre 6.9 y 7.1 con una solución 

de NaOH concentrada. Posteriormente, la suspención se sonica en 

alícuotas de 20 ml durante 5 periodos de 45 segundos y 15 segundos 

de descanso, en un sonicador Branson 250, procurando no elevar la 

temperatura arriba de 1o·c, en un baño agua-hielo. El sonicado se 

centrifuga a 15,000 rpm por 15 minutos a 4•c. El sobrenadante que 
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contiene a las psm Mg-ATP se centrifuga a 40, 000 rpm por 45 

minutos a 4 •c. El precipitado que contiene a las psm, se resuspende 

en el volúmen inicial con Sacarosa 0.25 M, procedimiento que se 

repite una vez más. Las psm lavadas se resuspenden en el mínimo 

volúmen posible con sacarosa o.2s M, y se cuantifica la 

concentración de proteína por el método de biuret (10G). Finalmente 

se almacenan hasta su utilización en nitrógeno liquido. 

Si se inicia la preparación con 2. o a 2. 5 g de mitocondrias se 

obtienen aproximadamente 600 mg de partículas submitocondriales. La 

actividad de hidrólisis de las psm Mg-ATP debe ser menor a 1 µmol 

min" 1 mg·1 , hecho que se debe a la presencia de la proteína 

inhibidora. 

4. Jl.i•l-iento 4•1 complejo J'QJl1• 

se utilizó el método reportado por Dreyfus y col. (104). se 

parte de 13. 5 mg de psm-Klein y se llevan la concentración a 3 

mg/ml con un amortiguador que contiene sacarosa 150 mM/EDTA 2 mM a 

pH 7.5 en un volúmen de 4.5 ml. Se prepara una solución del mismo 

volúmen de LDAO 15 mM. Se agita la solución por un tiempo de 30 min 

para solubilizar a las proteinas membranales, y se centrifuga a 4•c 

durante 60 min a 100, oooxg. El sobrenadante se pasa por una columna 

cargada con la resina de afinidad, Sofarosa-hexilamonio, 
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previamente equilibrada con un amortiguador que contiene Tris-el 20 

mM pH 7.5/EDTA 2mM/Colato de Sodio 10 mM/ y fosfatidil colina 3 

mg/ml (sonicada para dispersar) . El flujo de elución es de 3 ml/15 

min. Una vez que ha pasado el sobrenadante se procede a lavar con 

40 ml del mismo amortiguador. Se eluye con el mismo amortiguador 

más KCl lM, y se precipita con un volúmen de sulfato de amonio 

saturado a pH 7.5, se deja incubando por 30 mina 4•c y se 

centrifuga durante 15 mina 10,000 rpm. Finalmente se resuspende en 

un amortiguador que contiene Tris-el 20 mM pH 7.5/EDTA 2 mM/ Colato 

de Sodio 10 mM/Sacarosa 0.25 M/ y fosfatidil Colina 30 mg/ml 

(sonicada para dispersar). Una vez resuspendida la preparación, se 

procede a cuantificar la proteina por el método de Lowry o por el 

método del BCA. 

s. Aialllllliento del complejo PQ1!1-I. 

se parte de aproximadamente 13.5 mg de psm Mg-ATP, las cuales 

se llevan a una concentración de 3 mg/ml con un amortiguador que 

contiene Sacarosa 0.15 M, MES-Tris 0.02 M, pH 6.8, más ADP 0.1 H. 

Para la solubilización se agrega a la solución de psm un volúmen 

igual de n-Dodecil-8-D- Maltósido 3 mg/mg de proteina. La mezcla de 

psm y detergente se centritu9a a 40,000 rpm durante 60 mina 4ºC. 

Del sobrenadante obtenido, se guarda una alícuota para cuantificar 
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Amonio, equilibrada previamente con 20 ml de Amortiguador :! ,l: MES­

Tris 0.02 M, EDTA 0.002 M, Colato de sodio 0.01 M, ADP 0.005 M y 

fosfatidil colina de Soya 3 mg/ml (sonicado para dispersar). El 

sobrenadante se eluye de la columna a un flujo de 3ml por 15 min, 

utilizando una bomba peristáltica y colectado con un colector 

Gilson en fracciones de 3 ml. Para verificar que el complejo 

solubilizado esté en buen estado, se le determina la actividad de 

hidrólisis por el método espectrofotométrico de Pullman y col. 

(109). Se procede a lavar la columna con 40 ml del Amortiguador f 

1 con un flujo de J ml por 10 min. se eluye con 12. 5 ml de 

Amortiguador # 1, más KCl 1 M a un flujo de 2.s ml por 15 min. 

Las fracciones que contienen a la proteína (generalmente 2 y 

3, previa verificación por ~étodo de Bradford), se precipitan con 

un volúmen igual de sulfato de amonio saturado, pH 6.8 y se incuban 

a 4•c durante JO min. Transcurrido el tiempo de incubación, se 

centrifuga a 15,000 rpm durante 15 min a 4•c. Se descarta el 

sobrenadante y la pastilla se resuspende con 50µ1 de Amortiguador 

:! ,a: sacarosa o. 25 M, MES-Tris O. 02 M, EDTA O. 002 M, Cola to de 

sodio 0.002 M, ADP 0.0001 M, pH 6.8, más fosfatidil colina de soya 

30 mq/ml (sonicada para dispersar). Se procede a cuantificar la 

concentración de proteina ya sea por el método de Lowry (110), 

tomando en cuenta el amortiguador # 2 en el blanco por posible 

interferencia, o por el método del Acido Bicinconinico (BCA) (111). 

Nuevamente se determina la actividad hidrolitica de la 

preparación por el método espectrof otométrico y de igual modo la 

sensibilidad a la oligomicina y al OCCD, tomando en cuenta el 
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interferencia, o por el método del Acido Bicinconinico (BCA) (111). 

Nuevamente se determina la actividad hidrolitica de la 

preparación por el método espectrof otométrico y de igual modo la 

sensibilidad a la oligomicina y al. OCCD, tomando en cuenta el 

control con Etanol. 
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B) PROCBDIMIBNTOB BZPERIMBNTALBS. 

1. D•t•rminación de la concentración de Proteina. 

a) ~ slJ! ll.iJll:ll (106). 

Este método se utilizó, con modificaciones para proteínas 

membranales para cuantificar la concentración de proteina de las 

suspenciones de mitocondrias y las particulas submitocondriales. 

A una fracción que contenga de 0.1-2.0 mg de proteina, se le 

agregan o.a ml de aqua, 0.2 ml de desoxicolato de sodio al 2 \ y 

2.0 ml del reactivo de biuret que consiste de l.S g de cuso,, 6.0 

q de tartrato de sodio y potasio en 500 ml de agua. Se agregan 

despues 300 ml de NaOH al 10 t, y se afora a un litro. Toda la 

solución se prepara con agua destilada ~ ~ para evitar la 

presencia de co2• se agita y se incuba 15 minutos, y se lee a 540 

nm contra un tubo blanco sin proteína. Para la curva estándar se 

utiliza alb~mina de suero de bovino 100 mg/ml; ·1 mg de alb~mina en 

el ensayo produce una absorbancia de o.oas. 
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b) Método Q.g Bradford Q Qgl Az.Yl. 9..g Coomassie (108). 

Se utilizó para cuantificar las proteinas del material soluble 

y es válido hasta para 10 µg proteina en la muestra. La solución 

colorante se prepara agregando 100 mg de Azul de Coomassie a 50 ml 

de Etanol al 95 %, se mezcla con 100 ml de Acido Fosfórico al 85 \ 

v/v y se afora a 1 1 con agua destilada. Se filtra y se conserva en 

un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

Dos minutos después de agregar dos mililitros de la solución 

a la muestra de proteína, se lee a 595 nm, contra un tubo blanco 

carente de proteina. Para la curva estándar se utiliza albúmina de 

suero de bovino i mg/ml. Para las muestras que contienen 

detergentes, se agrega la concentración correspondiente en los 

tubos de la curva estándar para evitar las posibles interferencias. 

e) H.ttru:l2 ~~modificado~ proteinas membranales (110). 

Para poder llevar a efecto la cuantificación de la 

concentración de proteína por medio de este método se debe contar 

con las siguientes soluciones: 

Solución ''A••: Na2co3 al 2 t, NaOH al 0.4 %, tartrato de Na2 al 

0.16 l y sos al 1 %.ggh 

Solución ''º' •: cuso4-5H20 al 4 \. 

51 



Solución ''C11 : 100 vollltnenes de solución A/l volúmen de 

solución B. 

Solución ''º' •: l volúmen de reactivo de Folin-Ciocalteau/l vol1lmen 

de H2o. 

Las soluciones e y O deben utilizarse recién preparadas. El 

volúmen de una fracción que contenga entre l y 100 µg de proteina 

se completa a un mililitro con agua, y se le aií.aden 3 ml de 

solución ''C 1 ', se agita e incuba a temperatura ambiente durante 10 

min. Una vez transcurrido ese tiempo, se agregan o. 3 ml de solución 

''0 1 •. Luego de 45 min a temperatura ambiente, o 30 minutos a 3o•c, 

se lee a 560 nm contra un tubo blanco sin proteina. La curva 

estándar se realiza con albúmina de suero de bovino a 1 mg/ml. En 

el ensayo 10 µg de proteina, absorben 0.045. 

d) ~ !1!l:l ~ Bicinconinico ~ (111). 

Paralelamente al método de LOwry, se utilizó el método del 

ácido bicinconinico para evitar las posibles interferencias 

provocadas por los detergentes. BCA method (Pierce and Warriner 

Ltd., Chester, u. K.). 
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Este método se basa en el acoplamiento de las actividades 

enzimáticas de la ATPasa, de la Piruvato cinasa (PK) y de la 

Deshidrogenasa Láctica (DL) (Figura 7). 

Se determina la velocidad de desaparición del NADH, sabiendo 

que el coeficiente de extinción molar para el NADH a 340 nm es: 

E:= 6.22 mM.1 cm· 1 .. 

. ,,_ .... 
ATP ~ ADP + Pi ATP + Piruvato Lactato + HAD• 

DL 

Fiqura 7. Reacción acoplada de la hidrólisis del ATP y de 
desaparición del NADH. 

La muestra de ATPasa se agrega en 2 ml de un medio de 

reacción, cuya absorbancia se ha ajustado previamente a 1.0 y que 

contiene 2 ml de Sacarosa o.os M, ATP O.OOJM, Tris o.os M pH a.o, 

KCl 0.03 M, MgC12 0.003 M, fosfoenolpiruvato 0 .. 0015 M, 5.5 U de 

Piruvato Cinasa, 30 u de Oeshidrogenasa Láctica y 0.027 mM de NADH. 

53 



La muestra de ATPasa se agrega en 2 ml de un medio de 

reacción, cuya absorbancia se ha ajustado previamente a 1.0 y que 

contiene 2 ml de sacarosa o.os M, ATP o.003M, Tris o.os M pH a.o, 

KCl 0.,03 M, MgC12 0.003 M, fosfoenolpiruvato O.OOl.S M, 5.5 U de 

Piruvato Cinasa, 30 u de Deshidrogenasa Láctica y 0.027 mM de NAOH. 

La actividad de hidrólisis se calcula mediante la fórmula: 

Aativi4a4 
(Jml/•ln/llg) 

n.o. x 2 •1/6.22 z min x proteina (mq) 

b) ~l1!1.~Y.~ (113) 

Una muestra de proteina (JO µg de partículas 

submitocondriales, l. µg de F1 o de 5 a 30 µq de los complejos F0F1 

o F0F1-I) se lleva a un volúmen de 0.1 ml con Sacarosa 0.25 M, Tris­

Cl 0.005M, pH 7.4. Se añaden 0.25 ml de un medio de reacción que 

contiene: Tris-so, o .1 M, pH 7. e, ATP 3 mM, Mgcl2 5 mM, 

fosfoenolpiruvato 4 mM (concentraciones finales) y 3. 65 µl de 

piruvato cinasa/ml. Se incuba a 30"C (5 a 10 min para las 

particulas submitocondriales, y 10 a l.S min para los complejos F0F1 

o F0F1-I), y se detiene por la adición de O. l. ml de 4cido 
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tricloroacético (TCA) al 30% dejando los tubos en hielo. 

Paralelamente, se agrega 0.1 ml de la enzima en sacarosa 

directamente en 0.1 ml de TCA, antes de añadir el medio de reacción 

(blancos con TCA). Se centrifuga durante 5 minen una centrifuga 

clinica, y del sobrenadante se toman 0.2 ml que se agregan a o.e ml 

de agua. A esta mezcla se añaden 0.25 ml de una solución de 

molibdato (a BOO ml de agua destilada se agregan lentamente, en 

frie, 111 ml de H2so4 36 N y posteriormente, 50 g de molibdato de 

amonio). El volúmen se completa a 1 1 con agua) y 0.25 ml de una 

solución de Elon (Kodak) (10 g de Sulfato de Elon y 30 g de 

metabisulfito de sodio se aforan a 1 1 con agua). Luego de 10 min 

de incubación a temperatura ambiente se mide la absorbancia a 660 

nm contra un tubo blanco (1 ml de agua, 0.25 ml de molibdato y 0.25 

ml de Elon). La curva estándar se hace a partir de una solución de 

2.5 mM de H3P04 • 250 nanomolas de H3P04 , producen una absorbancia de 

0.34 a 660 nm. Para calcular la actividad de hidrólisis se aplica 

la siguiente fórmula: 

Actividad de hidrólisis (JU110l/mlnJ1ngJ• CD.O. 111.1estn ·o.o. blanco con TCA> x [Yol de reacción (0.45 111IJ/vol 

aobrenadante (0.2 •lJJ 11 1250 molas PI ¡ o.o. 660 ,.. (0,34)] 11 l1/ tlelll>O <111lnJl 11 11/protefna (mg)J 
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D) BSTIKOLJICIOH DB LA BIDROLISIS DB ATP. 

Es posible liberar a la enzima de la acción de la proteina 

inhibidora (19 y 93) incubando a la preparación en un medio en 

presencia de ATP, en ausencia de magnesio y a una temperatura de 

6o•c. El resultado de este proceso es una estimulación de la 

actividad de hidrólisis, y representa un criterio que indica que la 

baja actividad hidrolitica de la F1-latente se debe a su 

interacción con la proteina inhibidora. El medio de activación 

contiene: Tris-acetato o.os M, ATP o.al M, EDTA 1.3 JDM y sacarosa 

o.2s M. Una vez que el medio de reacción está a 6o·c, se aqreqan 

0.02mg/ml del complejo F0F1-r (concentración final). Se toman 

alícuotas de 0.24 ml a diferentes tiempos y se colocan en tubos que 

contienen 0.01 ml de MgC12 0.125 M (concentración final SmM). La 

reacción de hidrólisis que se inicia asi se incuba a 3o•c por 10.ó 

15 min, y se detiene por la adición de 0.1 ml de ácido 

tricloroacético al 30 %. Para cada tiempo de incubación en el medio 

de activación se toma una alicuota que se añade directamente a 0.1 

ml de ácido tricloroacético. Se cuantifica la actividad de 

hidrólisis por medio del método de Fiske-SubbaRow para conocer la 

cantidad de Pi liberado por la reacción. 
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B) BLBCTROFOREBXB EN GEL DE ACRXLAllXDA-SDS (Von Jaqov) (114). 

Este método se utilizó para conocer la composición 

polipeptidica de 1as subunidades que componen al complejo de la 

ATP-sintasa, tanto del complejo F0F1 como del F0F1-I:. Las soluciones 

utilizadas son: 

Amortiguador del cátodo: Tris 0.1 M/ Tricina 0.1 M/ SOS 0.1 t. 

Amortiguador del ánodos: Tris-HCl 0.2 M pH B.9. 

Amortiguador para el Gel: Tris 3 M/HCl l M/ sos 0.3 %. 

Acrilamida:Bisacrilamida 30:0.938 p/p. 

OVerlay: Tris l M/HCl 0.33 t/SDS 0.1 %. 

Mezcla Digestora: sos 5 %/Glicerol 15 % / Tris 0.05M/ 

2-mercaptoetanol 2 % pH 6.B (HCl)/Azul de bromo fenol 0.03 t. 

Para un gel de o.s mm de grosor de 16 x 16 cm se utilizan las 

siguientes cantidades: 

Concentración final de Acrilamida 

Acrilamida:Bisacrilamida 

Amortiguador Gel 

Glicerol (79.5 %)/H20 

Persulfato de Amonio (10 \) 

TEMED 
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separador. 

(16 t) 

16 ml 

10 ml 

4 ml 

100 µl 

10 µl 

concentrador 

(4 %) 

1.6 ml 

3.0 ml 

100.0 µl 

10.0 µl 



Se ponen aproximadamente entre 5 y 10 µg de proteina en 10 µ1 

de mezcla digestora. Se corre entre 80 y 100 V durante 14-16 hr. se 

fija en: Metanol 50 %/Ac. Acético 10 t durante 1 hr. se tiñe en: 

Ac. Acético 10 %/Azul de Coomassie G 250 0.1 % durante 10 minen un 

horno de microondas. Se destiñe con Ac. Acético al 10 \. 

Como marcadores de peso molecular, se utilizan fosforilaza b, 

albúmina de suero de bovino, ovoalbúmina, anhidrasa carbónica, 

inhibidor de tripsina de soya y lisosima (BIO-RAD). 

F) TXNCXON POR PLATA (116). 

Esta técnica se utilizó para evitar las posibles 

interfer~ncias de algunas substancias con la tinción por azul de 

Coomassie, y asi como para evidenciar la posibilidad de la 

existencia de bandas proteicas dentro de la preparación que no 

pueden ser fácilmente evidenciadas por la tinción con azul de 

Coomassie. El método consiste en una tinción proteica por nitrato 

de plata, sustancia mucho m4s afin que el reactivo convencional 

azul de Coomassie. 

Una vez efectuado el método de tinción por el azul de 

Coomassie, se incuba al gel durante JO min en una solución de 

glutaraldehido al 10 \ (diluyendo la solución comercial de 49 \), 
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Se deja lavando al gel en una cantidad abundante de agua durante 

toda la noche y se preparan las siguientes soluciones: 

Solución A: Disolver o.a g de nitrato de plata en 4 ml de agua 

destilada. 

Solución B: Mezclar 21 ml de Hidróxido de Sodio 0.36 % y 1.4 ml de 

Hidróxido de 1'lnonio (de la solución comercial al 29.7 %) 

Solución e: Gota a gota colocar la solución A en la solución B con 

agitación constante y llevar la solución resultante a 100 ml con 

agua destilada. 

Solución D o Revelador: Mezclar 5 ml de ácido citrico al 1 % con 

0.25 ml de Form.aldehido (de la solución comercial al 38 %) y llevar 

a 500 ml con agua: ~ ~. 

Teñir el gel en la solución e por 15 min en agitación 

constante en un contenedor pyrex. Posteriormente cambiarlo a un 

contenedor plástico, y lavar dos veces por min con agua 

destilada. Se revela el gel con la solución O en un contenedor 

Pyrex limpio~ Las bandas aparecen en menos de 5 min. La reacción se 

detiene agreg~ndo Metano! al so %. Después de este tratamiento, se 

debe guardar el gel en la obscuridad. 
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Para localizar al péptido inhibidor en la preparación, se 

utiliza una técnica de immunotransferencia con anticuerpos 

especificas. En una solución de adyuvante de FREUD, se inoculó al 

conejo con 500 µ.g de proteina inhibidora cada 15 dias y se 

aplicaron 4 refuerzos. Una vez sangrado el conejo, se separa el 

paquete celular del suero, y a partir de esta fracción, se 

precipitan las gammaglobulinas especificas. 

Para la inmunorréplica se necesitan preparar las siguientes 

soluciones: 

~tf~de T8S TTIS 

tr.wferwcfu <Tri• ltlffer Slllfne> (T.ect-Trta IUff..- S.l lne> 

25 11'4 Tria i?O ... Trla-Cl ph 7.5 20 ... Tr-h•Cl ptl 7.5 

19i? llf4 Glicina D.5MllaCl 0,5 fil llaCI 

2U X Metanol 0.05 X Tlolffn•20 

(3 litros) (500 ml) (SOOml) 

El procedimiento consiste en la transferencia de la proteina 

del gel a una membrana de nitrocelulosa por electroforesis. El 

papel de nitrocelulosa se immunodecora con el antisuero especifico, 

y posteriormente con un segundo anticuerpo, el cual se revela por 

medio de peroxidasa o fosfatasa alcalina. 

se corre un gel de poliacrilamida con una cantidad suficiente 

de proteina. Una vez que ha corrido, se corta en las tiras 

necesarias, y cada una de ellas se debe incubar por separado en 

amortiguador de transferencia durante 30 min. Se corta el papel de 
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Se corre un gel de poliacrilamida con una cantidad suficiente 

de proteina. Una vez que ha corrido, se corta en las tiras 

necesarias, y cada una de ellas se debe irl.cubar por separado en 

amortiguador de transferencia durante 30 min. Se corta el papel de 

nitrocelulosa al tamaño deseado, y se moja en el amortiguador de 

transferencia. A continuación se monta el emparedado para la 

transferencia de la siguiente manera: sobre la rejilla se coloca 

una esponja mojada con amortiguador de transferencia, sobre ésta, 

un papel filtro tambien mojado con el amortiguador, luego las tiras 

de gel y finalmente el papel de nitrocelulosa. Se termina el 

emparedado, invirtiendo los pasos antes mencionados, se cierra la 

rejilla y se pone en la cámara de transferencia, que previamente ha 

sido llenada con amortiguador de transferencia. El emparedado se 

debe colocar en la cámara de transferencia de tal manera que el 

papel esté colocado hacia el cátodo. 

Se trancfiere durante 4.5 hrs 0.25 Ampéres, a una 

temperatura de s·c y con agitación constante. Una vez efectuada la 

transferencia, para verificar la efectividad de la misma se tiñen 

las tiras de papel durante 15 min con Ponceau s al o.s t en ácido 

acético al 7.5 % en agitación constante, lo cual permite evidenciar 

la presencia de la proteína transferida sin afectar la detección 

especifica por los anticuerpos. Se bloquea 1 hr en gelatina al 3 

% en agua con agitación constante. Se incuban las tiras en 15 ml de 

TTBS más 40 µl de suero normal de cabra, durante toda la noche. A 

la mañana siguiente, se lava 3 veces cada 5 min con TTBS y se agita 

constantemente en presencia del anticuerpo contra la proteina 
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deseada, en este caso I-F1, en una solución de gelatina al 1 % en 

'l'TBS a una dilusión que dependerá del titulo del anticuerpo {esta 

solución es reutilizable) . Se lava 3 veces con 'fTBS y se procede a 

utilizar los reactivos en el órden descrito por el kit de 

Vectastain que revela a los anticuerpos por medio de peroxidasa. 



rx. RESULTADOS. 

Los resulta dos del proyecto, se pueden enmarcar dentro de tres 

qrupos principalmente: (a) la primera parte se enfoca a la 

preparación del complejo PoP1-Znbibidor Endóqeno; (b) de cómo se 

llegaron a determinar las condiciones óptimas para obtener una 

preparación con las propiedades buscadas. Esta segunda parte se 

refiere a las pruebas realizadas para comprobar que las 

caracteristicas que se pretenden obtener en esta prepapación se 

encuentren presentes. Finalmente (e) la determinación de algunas 

propiedades cinéticas del complejo F0F1-Prote1na inhibidora. 

1. Preparación d•l complejo ll'oP'1-I:. 

Como ya se mencionó para llegar al método que aqui se reporta, 

se tomaron alqunas de las características de dos métodos 

principalmente por medio de las cuales se mantienen las propiedades 

que se desean tener en la nueva preparación. Dichos métodos son los 

reportados para aislar a una F 1-Prote1na rnhibidora, de Gómez-PUyou 

y col. en 1986 (72) y el de Dreyfus y col. en 1984 (104) para 

·purificar un complejo F0F1• Ambos métodos se realizan a partir de 
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mitocondrias de corazón de bovino. En seguida se discute la forma 

de preparar cada uno de ellos ·junto con algunas de sus 

caracteristicas. 

2. La Preparación del complejo F 1-Proteina Xnbibidora. 

En el año de 1975 el grupo de Houdrianakis (93) propuso un 

método mediante el cual se puede obtener una F 1 soluble que 

contiene a la proteina inhibidora funcional. Este método fue 

modiricado por Gómez-Puyou y col. en 1986 (72), tomando como base 

la técnica para aislar a la F1 propuesta por TUena y col. en 1977 

(103) • Las caracteristicas que tiene la preparación se muestran en 

la Tabla 4. Como se mencionó en la sección anterior, se tomaron de 

esta preparaci~n las caracteristicas que creemos son necesarias 

para la conservación de la proteina inhibidora durante la 

purificación, hecho que se discutirá más adelante. 

Tabla 4. 
Algunas da las Características del complejo F-X 

Estable al frio. 
Insensible a la Oligomicina y al occo. 
Actividad Hidrolitica de 1 µmol min" 1 mg· 1 • 

Activable por Temperatura y por Sales (KCl o Sulfato de NH4) a 
velocidades semejantes a las de una F1 soluble (85 µmol min· 1 

rng" 1). 
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El método se puede resumir en el siguiente diagrama de flujo: 

600mg pam Hg-ATP en SOml 
HES-Tris 2 OmM pH 6. 8/ 

Sac 0.2SM/KCl o.2M. 
¡ 

4Smin-160,oooxg-4•c. 
' Bobr•nn.dante 

Pastilla + SDml sac o.2SK 
¡ 

sonicar 
¡ 

lml MES-Tris o.SM pH 6.8. 
¡ 

45 1 -160 1 000 g-4•C. 
¡ 

Sobrenadante + 
ADP O.lmM. 

¡ 
Se~arosa-BA equilibrada con medio 4• ADPI 
Sac 0.25M/Hea-Tria 20mM/ADP 0.0111 pB 6.B. 

¡ 
XCl 111. 

' 313mg de sulfato de Amonio/al. 

' 1s,ooorpm-1s•-4•c. 
Sac 0.2SH/HBS-Tria 20.X/ADP 0.1all pK &.8. 

Figura 8. Método para aislamiento del complejo F1-Proteina 
Inhibidora de Gómez-PUyou y col. 1986, tomado de Adolfsen y col. 
(1975) con modificaciones tomadas del método para aislar F1 soluble 
de Tuena de G. -P. y col. (1977). 
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3. La Preparación del complejo "oF1• 

En el año de 1984 Dreyfus y colaboradores (104), describieron 

un método por medio del cual se puede aislar un complejo F0F1 cuyas 

caracteristicas se muestran en la Tabla 5. De esta se tomaron las 

caracteristicas que permiten que el sector F0 permanezca unido al 

sector F1• 

Tabla 5. 
Algunas de 1aa caraoteriaticaa del complejo r.:1. 

Estable al frie. 
Sensible a la Oligomicina y al DCCD. 
Realiza recambio de ATP-32Pi. 
Actividad Hidrolitica de 4 µmol min"1 mg·•. 
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El método se puede resumir en el siguiente diagrama de flujo: 

13.S mq psm Klein. 

' a 3 mq/ml con eac 150mM/ 
EDTA 211H pH 7.5 en 4.5ml. 

' 4.Sml LDl\O 15mH (1.Smq/ml). 
l 

60 1 -45K. 

' seLarosa-BA equilibrada con: 
Tris-el 20mH pH7.5/EDTA 2mM/ 

Colato de Ba 10mH/ Fosratidi1-
Colina 3mq/m1. 

' Kel 1H. 

' BAS 50%. 

' 20 1 -10~. 

' Rasuapender a laq/ml con: 
Tris-el 20mll pH 7.5/EDTA 2mM/ 
Colato da Ita 10mll/8ac 0.25H/ 
~osfatidil Colina 30mq/ml. 

Figura 9. Método para aislamiento del complejo FOF1 de Dreyfus, 
Celis y Ramirez (1984). 
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4. Cómo se Desarrolló la Ketodoloqía para el 

Aisla.miento del complejo Pi}!, -z. 

Las caracteristicas que se tomaron de cada método se basan en 

las propiedades que le dan a la preparación a la cual pertenecen. 

Se tomó del método para la preparación de la • 1-r, el tipo de psm, 

en este caso de Mg-ATP, ricas en proteina inhibidora y adecuadas 

para poder obtener a partir de ellas un complejo que contenga al I­

F1. otro factor tomado de este método es el pH, que es muy 

importante durante la purificación de P1-r, pues en presencia de 

sales o de temperatura, se obtiene la mayor estimulación de la 

hidrólisis de ATP. Ello se debe a la interacción álcali-labil que 

ocurre entre la proteína inhibidora y el sector F1. Por otra parte, 

la combinación de los dos amortiguadores a dicho pH, MES y Tris, es 

favorable. De este método se tomó también la presencia de ADP, que 

es capaz de conservar a la proteina inhibidora unida al sector F1. 

A partir de la técnica de aislamiento del complejo P,jl, se 

tomaron las siguientes caracteristicas: (a) la concentración 

inicial de particulas utilizada (13.5 mg/ml), que permite un 

rendimiento del complejo aislado elevado; (bJ la forma de 

solubilizar a la enzima, es decir en un baño de hielo y en 

agitación constante en presencia del detergente: (c) la presencia 

de la fosfatidil colina, el colato de sodio y el EDTA, a las mismas 

concentraciones las cuales crean un ambiente capaz de conservar las 

caracteristicas de unión del complejo. 
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Usando el método de Tuena y col. para aislar a la p 1 soluble 

de mitocondrias de corazón de bovino (103) y para aislar al 

complejo F1-I (72) se adoptó para este trabajo la columna 

cromatográfica cargada con una resina de afinidad, la AmonioheXil­

Sefarosa. Esta columna se utiliza en atnbas técnicas, y es de vital 

importancia ya que separa selectivamente al complejo ?ol1'1-x de otras 

posibles proteinas contenidas en el sobrenadante del solubilizado. 

SegU.n el método para solubilizar al. complejo F 0F 1 de Oreyfus 

y col. (104), el detergente empleado para la solubilización de la 

enzima es el Laurildimetilamino óxido. Los primeros experimentos se 

realizaron con este mismo detergente, pero las concentraciones 

finales que se obtenian del complejo F 0F 1-I eran extremadamente 

bajas (2% de la ATP-sintasa total), por lo cual nos enfocamos a 

buscar un nuevo detergente que permitiera obtener una mayor 

cantidad de enzima. Tomando en consideración el repórte de Walker 

y col. (101), donde se aisla a un complejo como el reportado en 

este trabajo, se encontró que el n-dodecil B-D-maltósido (lauril 

maltósido), reúne las caracteristicas apropiadas. Ambos detergentes 

tienen una cadena hidrocarbonada de 12 átomos de carbono, solo que 

uno de ellos posee en la región polar un alcano sustituido 

(metilamino), y el otro un derivado de una azúcar (grupo 

maltósido). 

Se realizaron las pruebas de solubilización con 

concentraciones crecientes de detergente (Figura 10) y se 

cuantificó la actividad hidrolitica de cada uno de los 

sobrenadantes resultantes. Como se puede observar en la Figura 11 
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a una concentración de 3 mg de detergente por ~9 de·.proteina,. se 

obtiene la mayor actividad de hidrólisis .. 

Pastilla 

¡/ 

¡/ Sotrenadante 

;---t:i --o--0 -----o -----en 
,....--0_...--o 

!º 
4 

Concentración de L.auril Maltósido 
(mg/(Tlg de proteína) 

Fiqura 10. Curva de solubilización con el detergente 
n-Dodecil B-D-Maltósido en particulas submitocondriales Mg-ATP. 
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"' ~D.4 
·" E 

mg Detergente/mg protefna 

,.postílla 

·í1 
~ 0.2 

~ 
i =-------'' ' ...:===·-sobrenadcnte 

~ 

o~,.,__~~~~~..-~~~~~~~~~~~-

10 20 
CrJncenlroción de Detergente 
(mg/mg de protelna) 

30 

Fiqura 11: Determinación da la Actividad Hidro11tica en los 
•obrenadantes y pastillas resultante• de la solubilización con el 
detergente n-Dodecil 8-0-Haltóaido an p- K9-ATP. 
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De manera simultánea se llevó a cabo la estimulación de la 

hidrólisis de ATP por preincubación con temperatura (6o•c), tanto 

del sobrenadante como de la pastilfa resultantes de la 

solubilización con lauril maltósido. Se encontró que existia el 

comportamiento esperado en ambas fracciones, es decir se estimuló 

la velocidad de hidrólisis de ATP en la pastilla (Figura 12) por lo 

cual se procedió a realizar una resolubilización de ésta a la misma 

concentración del detergente. Como se puede observar en la Figura 

13 después de la resolubilización, no queda actividad de hidrólisis 

en la pastilla, de lo cual se concluye que la mayoría de las 

ATPasas o cuando menos las enzimas funcionales se encuentran en el 

sobrenadante después de la resolubilización. 

500 J 

- 'ºº 1 E ~ 
¿. i 
E 300 i 
] 1 
! ' 
~ 2001 

i ·oo ~ 

'º 20 30 40 
Tiem:>o ~rnin) 

50 60 

Figura 12. Estimulación de la hidrólisis de ATP por 
temperatura ( 60 •) en sobrenadante y pastilla resul tantea de la 
solUbilización de psm Mg-ATP con n-Dodecil 8-D-Maltósido 3mg de 
detergente/mg de proteina. 
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• 

~Sobrenadante 

¡f Pastilla 

10 20 30 40 
Tiempo de preincubación (min) 

Figura 13. Eotimulación de la hidrólisis de ATP por 
temperatura (60"C) en sobrenadante y pastilla resultantes de la 
resolubilización con 3mg de n-Dodecil 8-D-Maltósido/mq de proteina. 
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En la Figura 14 se muestra la fracción de proteina que se 

obtiene después de efectuar la solubilización y resolubilización. 

Se logra solubilizar alrededor del 20 % del total de proteina de 

las particulas submitocondriales. 

"O" 
~ 
<ti 
.5 
.si e a. 

100 

80 

60 

40 

20 

o•.¡¿:== 
2 

solubilización 
3 

Figura 14. Porcentaje de proteina obtenido en la pastilla y 
sobrenadante de la solubilización (2) y resolubilización (3) con J 
mg de n-Oodecil B-0-Maltósido/mg de proteína. 
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E1 método propuesto se puede resumir en el siguiente diagrama 
de flujo: 

13.5 mq pam Kq-ATP 
+ 

3mq/m.1 con: 
sac 150mK/KES-Tris 20mK 

pH 6.8/N>P 11DH. 
+ 

Un volW.an da 8-D-Lauril Haltóaido (6 mq/ml). 

' &o•-•ott-••c .. 

nasollll>ilización 

Sefarosa-HA equi1ibrada con: 
Kes-Tria 20mK pH 6.B/EDTA 2mM/ 

Colato da Na 10 llH/ADP SllH/ 
Pos~atidil Colina 3mq/ml. 

' XCl 1H. 
BA8 SO % 
15•-151t .. 

' Resuapender con: 
Sac 0.25K/Kas-Tris 2011111 pH 6.0/E~A 2mM/Colat0 da Ha 

ZlllM/l\DP lOµM/Poatatidil Colina .3amq/a1. 

Figura 15. Método para la obtención del complejo F0F1-Prote1na 
Inhibidora. 

Una comparación simplificada de los tres métodos se muestra en 

la Figura 16. 
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Método paro F1-J 

Adolfse!n et al 1975 
con modlffcac:lcnes t~s 
de Tuena de G.-P. et ol 19n 

MQmo pe. 1'g·ATP en 50 •I 
de lles·Tl"is 2o.n pH 6.8/ 
S.: 0.25M./rCl 0.2M. 

P .. tl lla + SO.t sac o.~ 

1 
Scrifca .. 

1al Mes•Trls 0.5111 pll 6.8 

45'- 160.00l)g· 4•c 

1 ......,_,,. 
+ADP0.1lfl 

20IR pH 7.5/ 
1 

Collhlt ~/EI>TA 2dt 
30 "11•1 

Método Plll"ll Foft de 

Dreyf~/Cel is/R-frez ·-
t3.S.O pr.. t:leln 

1 
3-al•l ccn Sac: 1.50i:df/ 

EDTA 2dl pH 7 .5 
en 4.5 DI 

4.Sel lDAO 15-A 
(1.s.aJ'•I> 

1 
60' 451( 

¡ 
Sefnrosa·HA 

con:Trls·Cl 2tW4 ptl 7.5 
EDTA 2Wl/Colsto de "" 

fOdf./fosfatfdl 1 Col IM 

"""'º' 

t:Cl 1M 
SAS 501 

20•- 10l' 
¡ 

R~ra1llOl•l 

a>TA 2-1/Colato de •a 
fOd(,/Soc.arou 0.2'Sfil/ 

tolato ~/ 

~-ltA upJflibi-ade con Medio 
da AOP: Soc 0.25ff/Ples·Tds 'lOltll(J 

0.01N pll 6.8 

DIAllSIS 
313 111111 Sulfato de AD:lnio/•l Protefna 

1sc-15•.4·c 

Sac O.~·Trfs 20li#f/NJP 0.1 .. plf 6.8 

Este 

trobnjo 

1l.5eg ps-. 
Ng·ATP 

¡ 
3oa/111l con SlJC 

25Cllll'l/Mc'S-Trh 

2tWi pH6.8/AIX' .... 
ui VolUlai de Ln 

(6 llUl•l> 
1 

60'-40s:;·4•c . 
Sefarosa·HA 
~llfbroda: 

Mes·Trts ZOIH 
pH 6.8/EDTA 

Zdl/C.Oleto 
10aift./ADP 

""" roosfotfdll 
Col lrwt 3mol•l . 

t:Cl 1111 
SAS5m: 

15•- 1511: . . .....,,....... 
cm Tris-el 

S&c 0.25119 
Mes-Tria 
fosf•tfdil 

"""'°""' pH 6.8 
Fosfatidil 
Colina 

lOaQ/•lAOP 

Figura 16. Comparación simplificada de las metodologias 
reportadas para el aislamiento de los complejos F0F1 y F1-I, asi 
como el método de aislamiento del complejo F0F1-I. 
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A. CARACTERXSTXCAS DEL COMPLEJO FoF1-X. 

Una vez establecida la metodologia por medio de la cual se 

obtiene al complejo FoF1-I se procedió a realizar algunas pruebas 

que permiten caracterizar parcialmente tanto el comportamiento 

catal1tico de la enzima, como su composición polipeptidica y sus 

caracteristicas cinéticas. 

i. CARACTERXSTXCAS FUNCXONALES. 

La primera prueba a la que se sometió el complejo aislado, fue 

la de la determinación de su actividad hidrolitica del ATP. Para 

ello se midió la desaparición colorimétrica del NADH acoplada a la 

hidrólisis del ATP (ver Materiales y Métodos). Se cuantificó esta 

actividad calculando la pendiente obtenida de la gráfica de 

desaparición del NADH en función del tiempo, y se observó que la 

actividad hidrolitica espectrofotométrica para el complejo es de 

alrededor de 1. 2 µmol Pi min· 1mg· 1. Posteriormente se verificó este 

valor utilizando el método de Fiske-SubbaRow (113) , y el resultado 

fue el mismo (1.2 µmol Pi min· 1mg·1). 

Como se mencionó en la introducción, la oligomicina es un 
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antibiótico que interacciona de manera aun no conocida con alguna 

subunidad del cuello de la enzima bloqueando el paso de protones a 

través de la enzima. Agregando una concentración de antibiótico de 

5 µg/mg enzima, se determinó la sensibilidad del complejo a la 

oligomicina cuando éste estaba hidrolizando ATP. Durante un curso 

temporal de hidrólisis de ATP, la cantidad consumida de sustrato en 

cualquier punto del experimento es mucho mayor (casi 100 veces) la 

actividad de la enzima en presencia del antibiótico (Figura 17). Es 

importante hacer aqui un paréntesis y mostrar cómo se calcula la 

sensibilidad a la oligomicina: 

La Oligomicina está disuelta en etanol, a una concentración de 

5 µg/µ1. De ahi que los cálculos para conocer su efecto inhibitorio 

sobre la preparación no se ef ectuán con los datos obtenidos de la 

actividad testigo, sino de la actividad de la preparación en 

presencia de un volúmon de alcohol igual al agregado de la solución 

de oligomicina/etanol, pues se desea cuantificar dnica y 

exclusivamente el efecto del antibiótico y no el del etanol. 

Se encontró que al menos a estas concentraciones el alcohol no 

tiene ningún efecto sobre la hidrólisis. se determinó la actividad 

en presencia del etanol absoluto y se le asignó un valor de 100 %; 

a partir de esta relación se calculó a cuanto equivale la actividad 

en presencia de oligomicina. Para este caso particular, la cantidad 

de etanol utilizada no tiene ningun efecto sobre la actividad 

hidrolitica. 

El resultado obtenido fue una inhibición de la actividad de 

hidrólisis de ATP por la oligomicina entre 85 y 95 % (Figura 17). 
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Fiqura 17. curso temporal de hidrólisis de ATP por el complejo 
~%~;;mcJ•J~ ;~of:i°:ae)ncl:) .de DCCD (200µg) (CI) y Oligomicina/Etanol 

se determinó el efecto del reactivo DCCD sobre la hidrólisis 

del ATP, que como se explicó anteriormente, se une covalentemente 

a un residuo de ácido aspártico en la subunidad a del canal F0• A 

la concentración utilizada (200 µg), se observó una inhibición de 

la actividad de hidrólisis entre un so y un 90 ' (Figura 17), 
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1. Batimulación de la Hidrólisis a 6o•c 

Otro parámetro estudiado fue la estimulación de la actividad 

de hidr6lisi1:3. a 6o•c, que como se mencionó anteriormente es una 

caracteristica que presenta la preparación de F1-I. Ello se llevó 

a cabo mediante la cuantificación de la hidrólisis de ATP, 

utilizando el método de Fiske-SubbaRow para conocer la cantidad de 

Pi liberado por la reacción. Luego de someter a la enzima a una 

preincUbación a la temperatura mencionada durante un curso 

temporal, se midió la actividad de hidrólisis en las mismas 

condiciones que so cuantificó la actividad basal de la preparación, 

es decir en presencia de sistema regenerador de ATP, y a 3o•c (ver 

Materiales y Métodos). Oespues del tratamiento con temperatura, la 

actividad hidrolitica se incrementa conforme aumenta el tiempo de 

preincubación del complejo. La estimulación obtenida por el efecto 

de la preincubación a 60 •e es entre e y 9 veces mayor que la 

actividad basal del complejo a una temperatura de 3o•c (Fiqura 

18). 

Para verificar que durante el aislamiento de la enzima, se 

conservan las caracteristicas que se pretende que contenga el 

complejo final, se efectuaron las cuantificaciones de estas 

propiedades para cada uno de los pasos de la purificación. En la 

Tabla 6 se muestran las caracteristicas funcionales de cada uno de 

los complejos intermedios de la purificación. 
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10 20 30 40 50 
Tiempo de preincubación {mln) 

Figura lB. Estimulación de la hidrólisis de ATP del complejo 
F0P1-I por temperatura (6o•c), pH 6.8. 
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Tabla 6. PSM Sobrenadante 1ªPastilla F F -I 

Actividad 0.6 0.1 0.2 1.2 
Wl'lll/•ln/lllCI 

Olfglalclna 
Clrtllblcldn> 

80-90% 70-80% 80% 85-95% 

DCCD 80-90% 70-80% 80% 80-90% 
Clrl'ilblc:ldn> 

Estl-.,l11el6n p:ir 
T~ratura 3 0.5 0.3 10 ,.mol/111ln/11G 

Tabla 6. caracteristicas de actividad y sensibilidad a 
inhibidores de la ATP-sintasa mitocondrial. 

2. Efecto de la PUaraa Iónica Sobre la Hidrólisis da ~TP. 

El incremento de la fuerza iónica modifica l.a interacción 

entre la proteina inhibidora y la F1• Se realizó la determinación 

del efecto del aumento de la fuerza iónica sobre la hidrólisis de 

ATP por el complejo F0F1-I. El experimento se realizó preincubando 

a la preparación durante 5 minutos en presencia de concentraciones 

crecientes de KCl, y posteriormente se cuantificó el efecto de este 
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incremento sobre la reacción de hidrólisis por medio del método de 

Fiske-SubbaRow para conocer la cantidad de Pi liberado por la 

reacción. El resultado de este procedimiento condujo a una 

estimulación de la hidrólisis de ATP hasta en 5 veces la velocidad 

de este proceso en ausencia de KCl (Figura 19). 

10 20 30 40 
Concentración de KCI (rnM) 

50 

FiCJUra 19. Efecto del. aumento de la fuerza iónica sobre la 
reacción de hidrólisis de ATP por la preincubación del complejo 
F0F1

-I en concentraciones crecientes de KCl 
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3. Efecto del pH en la hidrólisis de ATP. 

Según el reporte que se tiene para el efecto del pH en 1a 

hidrólisis de ATP por la preparación de F1-I, se sabe que la 

interacción de la proteina inhibidora con la F1 se ve afectada por 

pH alcalinos, lo cual se ve reflejado en un aumento de la actividad 

hidrolitica. De acuerdo a ello se procedió a determinar el efecto 

del pH sobre la actividad de hidrólisis de ATP por el complejo F0F1-

proteina inhibidora. Se verificó de acuerdo con los reportes 

previos para el complejo F1-I (que sugieren que las interacciones 

entre la proteina inhibidora con el carboxilo terminal de la 

subunidad 8 1 son alcali-lábiles), que el complejo F0F1-I tiene el 

mismo comportamiento (Figura 20). Aunque después de un pH de 9.0 

(óptimo para la actividad de hidrólisisa Jo•c), la actividad 

decrece rápidamente. 

Se ha reportado que el complejo F1-I tiene un pH óptimo para 

realizar la hidrólisis de ATP a Jo•c, pero que no corresponde al pH 

óptimo para la estimulación cuando se preincuba con temperatura 

(6o•c) (93). se realizaron experimentos de estimulación de la 

actividad de hidrólisis por preincubación a 6o•c y diferentes pH. 

se encontró que la estimulación de la actividad de hidrólisis de 

ATP a 6o•c por el complejo F0F1-prote1na inhibidora esta favorecida 

a un pH 6.B, al cual se lleva el aislamiento de 1a enzima, lo cua1 

concuerda con el pH reportado para la estimulación de la actividad 

de hidrólisis del complejo F1-I por preincubación a esa 
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temperatura.. si se efecttla. el experimento a un pH de 9. o, al cual 

se obtiene la mayor actividad hidrolitica a Jo•c, la estimulación 

da la hidrólisis se alcanza rtt.pidamante, paro disminuye también an 

muy corto tiempo, como se observa en la Figura 21. 
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Figura 20. Efecto del pH en la hidrólisis de ATP por el 
complejo F0F1-I. 
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Tiempo de preincubación (mln) 

Piqura 21. Efecto del pH en la estimulaclón de la hidrólisis 
de ATP por temperatura (60"C), por el complejo F0F1-I • 
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ii. COHl'OBICION l'OLIPEPTIDICA. 

Para evidenciar la composición polipeptidica del complejo F0F1-

proteina inhibidora, se efectuó una electroforésis en goles 

desnaturalizantes de poliacrilamida (16\) en presencia de sos (ver 

Figura 22). 

Los pesos moleculares de los polipéptidos que componen a la 

preparación se obtuvieron, por medio del barrido densitométrico, 

utilizando el programa Ultra Gel Sean (ver Fiqura 23). La 

preparación está compuesta de alrededor de 17 bandas, a las que se 

les asignó por medio del mismo programa un peso molecular de: 

Q: 55,200, B: 51,090, y: 30,170, &: 15,000, e: 5,551, OSCP: 20,789, 

F6: 7,980, F6:13,090, a: 26,900, b: 10,089, e: 8,012 e 

:I-Fh 9,780. Para descartar el ruido efectuado por la tinción del gel, 

el programa de Ultra Gel Sean, calcula las integrales de los picos 

obtenidos por el barrido densitométrico, las curvas gaussianas, asi 

como los pesos moleculares de cada una de las bandas del gel 

(Figura 24). 
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Figura 22. Electroforésis en gel de poliacrilamida (16 %) en 
presencia de sos. Teñido con azul de Coomassiet para los complejos 
I-F,, FoF1 y FoF,-I. 
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Figura 23. Barrido densitométrico del complejo F0F1-I obtenido 
por el programa Ultra Gel Sean. 
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Fiqura 24. Cálculo de curvas gaussianas para el barrido 
densitométrico del complejo F0F1-I. 
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iii. XNHUNODBTBCCXON DB X-F1 BN BL COMPLEJO FoF1-1 

Se verificó la presencia de la proteína inhibidora en el 

complejo aislado por medio de anticuerpos policlonales contra este 

polipéptido, y haciendo uso de la técnica de immunotransferencia 

tipo Wertern. En las preparaciones de F1 (103) y de F0F1 (104), no 

se encuentra presente la proteina inhibidora, lo que concuerda con 

las caracteristicas que posee cada una de estas preparaciones. Por 

el contrario, en el complejo F0F1-proteina inhibidora existe una 

banda que corresponde la presencia del péptido inhibidor en la 

preparación. Este resultado apoya contundentemente l.as 

caracteristicas que posee la preparación aqui descrita (Figura 25). 
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1-fi 

Figura 25. Inmunodetección del I-F1, en los complejos F1, 
F0F1, F0F1-I e I-F1. Se utilizaron anticuerpos anti IF1, en un 
análisis tipo Wertern blot, a una dilusión de 1:5,000. 
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iv. CARACTERIZACION DE Ll!.S PROPIEDADBS CINBTICAS DBL 

COMPLEJO PoF1-I. 

A pesar de que la ATP-sintasa es una enzima que presenta una 

cinética cooperativa a muy bajas concentraciones de sustrato, 

presenta también cinéticas de tipo michaeliano (hipérbolas 

rectangulares), lo cual indica una saturación por el sustrato. 

Una vez estandarizada la preparación y, que se hablan determinado 

algunos de sus parámetros funcionales, se procedió a investigar sus 

propiedades cinéticas, su velocidad máxima de hidrólisis del 

complejo Mg-ATP (V-x), y su constante de afinidad por su sustrato 

Mg-ATP (Km). La presencia de la proteina inhibidora podria afectar 

el mecanismo cinético en la reacción de hidrólisis de ATP. 

El experimento se realizó cuantificando la velocidad de 

hidrólisis de Mg-ATP, en presencia de concentraciones crecientes 

del mismo en una relación de 1:1, por medio del método de Fiske­

SubbaRow para conocer la cantidad de Pi liberado por la reacción. 

Estos datos se obtuvieron para velocidades iniciales, lo que quiere 

decir que no se ha consumido más del 10% de la cantidad del total 

de sustrato presente en el ensayo. 

En la Figura 26, se muestra que la preparación describe un 

comportamiento michaelliano clásico, es decir tiene una saturación 

por su sustrato. 
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Concentración de Mg-ATP (mM) 

Figura 26. Efecto de concentraciones crecientes de Hq-ATP 
(1:1), en la hidrólisis por el complejo F0F1-proteina inhibidora. 

Los datos rueron analizados siguiendo la 111etodoloqia de 
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Lineweaver-Burk (1/velocidad de hidrólisis vs l/concentración de 

Mg-ATP). A partir de este regráfico, se obtienen los valores para 

la Km y la Vmax de la preparación. La Km obtenida fue de 

148 µM y la Vmax de 1.28 µmol Pi min" 1mg" 1 (Figura 27). 

Dentro del mecanismo cinético de la enzima se ha reportado un 

efecto inhibitorio del magnesio libre sobre la hidrólisis del ATP 

(123). Este efecto se verificó en la preparación cuantificando la 

hidrólisis de Mg-ATP ( 1: 1) en velocidades iniciales más 

concentraciones crecientes del catión, y se obtuvo inhibición por 

magnesio libre a partir de una concentración de 5 mM. 

/ 
/ . .., 

~:.28 µmol/min/mo 

~~i-o~__¿=--_-s~~~-L~~~~s~~~-,-o~~~~,és~~~~20 

~>TP (.nY) 

Figura 27. Regráfico de Lineweaber-Burk para la hidrólisis de 
Mg-ATP (1:1) por el complejo F0F1-I, r=0.998. 

una vez que se tenia una descripción amplia de las 

caracteristicas del complejo, surgió la pregunta de ¿Contra qué 
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caracterización de ATP-sintasa aa deben comparar las propiedades 

encontradas en la preparación descrita hasta el momento? 

Debido a que las caracteristicas que se hablan encontrado en 

la preparación tienen que ver con la presencia de la proteina 

inhibidora y su función dentro de la enzima, una posibilidad 

adicional es comparar con la preparación de F0F1. Por ello se 

procedió a efectuar el montaje de la técnica propuesta por oreyfus 

y col. (104), para realizar los experimentos bajo los cuales se 

habian estudiado los diferentes parámetros en el complejo F0F1-I. 

B. CARACTERIBTICAll DEL COMPLEJO 7!~1 • 

La primera caracteristica estudiada en este complejo ~ue su 

actividad hidrolitica. Ello se realizó por medio del método de 

Fiske-SubbaRow para cuantificar el Pi liberado por la hidrólisis 

del ATP, y resultó de alrededor de 4 µmol Pi min-1mq·1• Este valor 

concuerda con la actividad hidrolitica reportada en el trabajo 

original (104). 

También se realizó la cuantificación de la sensibilidad a los 

inhibidores clásicos. Para la oliqomicina se obtuvo una inhibición 

entre SO y 90\, y para el DCCO resultó ser de entre 80 y 90 \ de 

inhibición. Estos datos concuerdan también con lo reportado en el 
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trabajo original (104 y 123), 

La siguiente prueba a la que se sometió esta preparación fue 

el efecto de la temperatura en la actividad de hidrólisis de ATP 

bajo las mismas condiciones experimentales en que se realiza para 

el complejo F1-I o el complejo F0F1-r. Simultáneamente se verificó 

el efecto del pH en este proceso. En la Figura 28 se puede observar 

que no hay ningún efecto de estimulación en la actividad de 

hidrólisis de ATP en esta preparación; y que por el contrario, la 

actividad disminuye conforme pasa el tiempo. Destacando que el pH 

alcalino (B.O) permite una protección temporal de la hidrólisis, 

mientras que un pH ácido (6 .e) lleva a una desaparición de la 

actividad casi inmediatamente. El pH óptimo para la hidrólisis de1 

ATP de este complejo F0F1 es de aproximádamenta 7 .s a Jo•c. 

se determinó también el efecto del aumento de la fuerza iónica 

del medio en la actividad de hidrólisis del ATP por el complejo 

F0F1 • Este experimento se realizó preincubando la preparación 

durante 5 minutos, en presencia de contraciones crecientes de KCl, 

y siguiendo posteriormente la reacción de hidrólisis por el método 

de Fiske-subbaRow para cuantificar el Pi liberado (Figura 29). se 

encontró que concentraciones hasta 60 mM de cloruro de potasio no 

tienen efecto sobre la hidrólisis de ATP. 

Una vez caracterizados los parámetros anteriores, se procedió 

al análisis del comportamiento cinético de la preparación F0F1 ; este 

experimento se realizó debido a que en el trabajo original (123), 

las condiciones bajo las cuales se llevó a cabo el estudio de este 

comportamiento, son diferentes, en el medio de reacción no hay 
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sistema regenerador de ATP. La presencia ADP y Pi en el medio de 

reacción tiene erectos activadores o inhibidores la relaci6n 

hidróli11is¡recatnbio del complejo F0F1 (123). 

10 20 
tiempo de preincubación (mln) 

Figura 28. Efecto del pH en la hidrólisis de ATP por el 
complejo F0F1 a 60"C. 
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Fiqura 29. Efecto del aumento de la fuerza iónica por 
concentraciones crecientes de KCl en la hidrólisis de ATP por el 
~~:l!:j~o~º~éLE~u~=~~~i;e~i~u~~s:ealizó a Jo•c, preincubando a la 
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i. CARACTERISTICAS cnr&TICAS DEL COMPLEJO Pa'f!1 

se investigaron las siguientes características cinéticas: (a) 

la velocidad máxima de hidrólisis del Mg-ATP (VlDax) o y (b) la 

constante de afinidad por su sustrato (Rm). El experimento se 

realizó cuantificando la hidrólisis del ATP en presencia de 

concentraciones crecientes de Mg-ATP (1:1), para velocidades 

iniciales. En la Figura JO, se muestra la curva descrita al 

graficar hidrólisis de ATP vs Concentración de Mg-ATP (1:1). 

Realizando los regráficos de Linewcaver-Burk (!/velocidad de 

hidrólisis vs 1/concentración de ATP) se obtuvo una linea recta con 

un coeficiente r = 0.989. A partir de est~ regráfico, se obtuvieron 

los valores para la Km y la vmax de la preparación. La Km resultó 

ser de l.42 µM y la Vmax de 3. 87 µmol Pi min·1mg" 1 (Figura 31). 

Se verificó el efecto del magnesio libre de la siguiente 

manera: cuantificación de la hidrólisis de Mg-ATP (1:1) en 

velocidades iniciales, en presencia de concentraciones crecientes 

del catión, y se obtuvo un efecto inhibitorio por magnesio libre a 

partir de una concentración de 5 mM. 
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Concentración de Mg-ATP (mM) 

Fiqura Jo. Efecto de concentraciones crecientes de Mq-ATP 
(l:l) en la hidrólisis por el complejo F0F1• 
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Fiqura 31. Regráfico de 1/hidr6liais vs l/cancentración de Mg­
ATP (1:1), r- 0.989. 
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ii. COKpOBXCXOH pOLXPEP'l'XDXCA. 

Para estudiar la composición polipeptidica del complejo F0F1 

se efectuó una electroforésis en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida (16%) en presencia de sos (Figura 22). 

Se recurrió a un análisis por medio de un barrido densitométrico. 

La preparación está compuesta de 15 bandas, dentro de las cuales se 

pueden homologar los pesos moleculares aproximados de las 

subunidades obtenidas por este método con los calculados para ellas 

en·otros trabajos, anteriormente descritos (ver la sección: las 

subunidades de la ATP-sintasa) (Figura 32). 

También esta preparación se sometió a una immunoréplica tipo 

Western, y se immunodecoró con anticuerpos policlonales contra el 

polipéptido inhibidor. como se observa en la Figura 25, la proteina 

inhibidora no está presente en esta preparación. 
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Fiqura 32. Cálculo de curvas gaussianas para el barrido 
densitométrico del complejo F0F

1
• 
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X. D:CSCUS:CON. 

La remoción de la proteina inhibidora de la ATP-sintasa ha 

sido estudiada en sistemas solubles y en partículas 

submi tocondriales, pero como se mencióno anteriormente se carece de 

un método que permita aislar al complejo V mitocondrial de manera 

unitaria, es decir, que se encuentre en cuanto a su composición 

polopeptidica, como en el estado fisiológico. 

Al realizar experimentos en los que intervienen dos de los 

factores que estimulan la hidrólisis del ATP en presencia de la 

proteina inhibidora, como el pH y la temperatura (60•c), se observa 

un efecto muy interesante1 al estimular al complejo 

F0F1-r con temperatura (t>o•c) en un amortiguador a pH 9.0, que aquel 

en el que se observa a la mayor velocidad de hidrólisis a 3o•c, al 

principio hay un incremento acelerado de esta velocidad, pero 

conforme pasa el tiempo de la incubación, la actividad decrece 

rápidamente (Figura 21). Ello podria sugerir lo siquiente: la 

interacción de la proteina inhibidora con la subunidad 8 1 se ve 

debilitada en presencia de un pH alcalino, lo cual favorece el 

incremento de la velocidad de hidrólisis. Al. mismo tiempo la 

temperatura favor~ce la remoción de la proteina inhibidora. Estos 

efectos pueden estar actuando acumulativamente, y tal vez retiren 

al inhibidor definitivamente de su interacción con la subunidad 

8', ocasionando que ocurra un fenómeno de disgregación de las 

subunidades o de pérdida de la estructura terciaria por el efecto 
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de la suma de la temperatura y el pH, hay que recordar que la 

mayoria de las enzimas son termolábiles. Aqui es importante 

destacar que la estimulación de la hidrólisis del ATP, tanto por el 

pH como por la temperatura, se dá exclusivamente por la presencia 

de la proteína inhibidora. 

Se sabe que en particulas submitocondriales la relación entre 

el IF1 con la F1 es regulada por el estado de energización de las 

mismas (117y118). Estudios equivalentes realizados en cloroplasto 

sugieren que mediante iluminación y en presencia de un agente 

reductor, la interacción del inhibidor con CF1 es debilitada, y en 

ese momento aparece la hidrólisis del ATP. (119). se ha reportado 

además que el estado de energización del sistema, dado por una 

variedad de agentes químicos utilizados en la incubación de psm 

(por ejemplo succinato o NADH), puede inducir la remoción de la 

proteina inhibidora (120 y 121). Se ha demostrado también que el 

efecto inhibitorio del IF1 en la hidrólisis de ATP del complejo V 

mitocondrial es revertido por la incubación a un pH mayor que 7.0. 

El propósito de este trabajo está encaminado a conocer más a1ln 

sobre las interacciones de la proteína inhibidora y el complejo 

F0F1, pero en un sistema aislado, libre de otras proteinas, 

contrariamente a lo que ocurre en sistemas de psm, asi como también 

aportar más datos sobre las propiedades cataliticas debidas a la 

presencia de este péptido en el complejo F0F1• 

Un hecho que es de especial interés es que le constante de 

afinidad (Km) de la preparación F0F1 y la de F0F1-I, por el sustrato 

Mg-ATP, es la misma, lo que indica que la presencia de la proteína 
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inhibidora en la preparación no modifica la afinidad por el 

sustrato de la reacción de hidrólisis del ATP, y su efecto es 

presisamente la disminución de la velocidad con la que se lleva al 

cabo esta reacción. Este fenómeno puede ser explicado del todo si 

so con~idera que el ADP resultante de la reacción de hidrólisis del 

ATP se queda detenido durante un cierto número de ciclos 

cataliticos en la enzima, lo que se ve reflejado en la velocidad 

con que el complejo hidroliza al ATP. Existe un número considerable 

de trabajos que apoyan esta idea (cr. 20, 75, 78, 83 y 124), uno de 

los más reciente es el de Martins y col. 1992 (124) en el cual se 

cuantificó el número de nucleótidos adheridos al complejo V 

mitocondrial en psm despues de llevar a cabo la hidrólisis de los 

mismos. El experimento se realizó por medio de la cuantificación de 

la hidrólisis de (a32P]ATP y [y32P]ATP. En el caso de la hidrólisis 

del ATP marcado en el fosfato y el resultado consistió en un 

decremento de la radioactividad unida a las psm y un aumento de la 

radioactividad en el medio de reacción. Pero por el contrario al 

hidrolizar el ATI' marcado en el fosfato a, la radioactividad 

permanece unida a las psm, lo que indica que uno de los producto de 

la reacción, es decir el ADP radioactivo queda detenido en la ATP­

sintasa, mientras que el otro producto (Pi) es liberado al medio 

sin marca radioactiva. Esta situación se puede esquematizar en la 

Figura 33. 
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Para el co1ppleio r~1 : 

:Km 148 µH 

FaP1 + Mq-ATP FaP1- (Mq-ATP) 

Para el oom,ple1o Po!!1::Xl 

v .. 3.87 µmol ain·1mg·1 

Pi 
t 

:Km 142 µH v .. 1. 3 µ.mol min·1 mq·1 

Pi 
f 
t? 

FaP1-X + Kq-ATP -- JraP1-r + ADP 

' Hz O 

Figura 33. Posible explicación de la función de la proteina 
inhibidora en el sentido de la hidrólisis del ATP por el complejo 
F0F1-I, en donde ¿? siqnifica el n\l.mero de ciclos cataliticos que 
tarda la enzima en liberar al producto de la reacción de la 
hidrólisis del ATP, el ADP. 
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XX. CONCLUSXONES. 

A partir del trabajo realizado se pueden concluir los 

siguientes puntos de interés, enmarcarcados dentro de dos grupos 

distintos. uno de ellos se refiere a las caracteristicas del 

complejo que contiene a la proteina inhibidora, y el otro a las 

caracteristicas cinéticas de la preparación F0F1-Proteina 

inhibidora, comparadas con las obtenidas para el complejo F0F1• 

Se encontró un método para aislar un complejo F0F1-I funcional 

de mitocondrias de corazón de bovino, con alto rendimiento en 

proteina y un grado de pureza bastante elevado. Considerando que 

alrededor del 10 % de la proteína que constituye a la membrana 

interna mitocondrial es el complejo ATP-sintasa, la eficiencia en 

el rendimiento de esta preparación es considerableamente elevada 

(6% del complejo final). Este complejo trabaja de acuerdo a lo 

reportado para cada una de las preparaciones a partir de las cuales 

se derivó; es decir, tiene actividad hidrolitica basal del ATP, que 

es de aproximadamente el 1 t de la actividad hidrolitica para una 

preparación de F1 soluble, y que concuerda con lo reportado para la 

preparación de F1-I. Presenta un alto grado de inhibición por los 

inhibidores clásicos para una ATPasa de tipo F (entre 80 y 90% para 

DCCD y entre 85 y 95% para oligomicina), lo que indica que la 

subunidad o se encuentra presente y funcional De igual manera, se 

puede inferir la presencia en el sector del cuello de la subunidad 

OSCP funcional. Lo más innovador de la preparación reportada en 
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este trabajo es 1a presencia de la proteina inhibidora funcional, 

por lo que la mayoria de los experimentos se enfocan a las 

características de esta preparación. 

Una caracteristica esencial para describir al complejo 

F0F1-r es 1a estimulación de la hidrólisis de ATP por la incubación 

a 60 •C. ·Este hecho sugiere que la presencia de la proteina 

inhibidora afecta la velocidad de hidrólisis del ATP, pues al 

aumentar 1a temperatura la interacción entre la subunidad B' y la 

proteina inhibidora disminuye, y ello permite que la velocidad con 

que la enzima cataliza la reacción de hidrólisis de ATP se lleve a 

niveles más altos que los que presenta en un ensayo a 3o•c y por la 

influencia directa del péptido inhibidor. 

Algo muy semejante a lo anterior ocurre cuando ee aumenta la fuerza 

iónica del medio de reacción al estarse llevando al cabo el proceso 

de hidrólisis de ATP por el complejo F0F1-r.. Al aumentar la 

concentración de sales (KCl) , se modifica la interacción entre la 

sUbunidad B 1 y la proteina inhibidora lo cual lleva a un incremento 

en la velocidad de hidrólisis de ATP. Este resultado concuerda con 

el reporte para la F1-I, y también con la concentración a la cual 

se obtiene la mayor velocidad de hidrólisis, que es alrededor de 55 

mM (74). 

Para tratar de entender mejor aun la interacción de la 

proteina inhibidora con la F 1• se realizaron pruebas de 

cuantificación de hidrólisis de ATP en presencia de amortiguador a 

diferentes pH. Estos experimentos revelaron un hecho ya conocido 

para la F1-I: un pH alcalino permite velocidades de hidrólisis 
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elevadas, lo cual sugiere que la interacción de la proteina 

inhibidora con la subunidad 6 • es del tipo •1cal.i-J.ábi1. El.lo 

indica que los aminoácidos que intervienen en la interacción de 

ambas proteinas o de alguna de las dos (por ejemplo la porción 

carboxilo terminal de la subunidad B' o bien al analizar la 

secuencia de aminoácidos de la proteína inhibidora, se obtiene un 

alto porcentaje de aminoácidos cargados positivam~nte), son ácidos 

y al encontrarse inmersos en un ambiente básico se neutralizan y la 

interacción entre las proteínas se debilita, hecho que se ve 

reflejado en el aumento de la velocidad de hidrólisis del ATP. Lo 

anterior sugiere que las interacciones entre las dos proteinas 

astan dadas por medio de fuerzas electrostáticas. Esto es dentro 

de un cierto intervalo de pH, porque si éste se aumenta en varias 

unidades, el efecto es el contrario; la velocidad de hidrólisis 

decrece rápidamente, efecto que se debe a la pérdida de la 

estructura terciaria, pues pH extremos desnaturalizan a las 

enzimas. El pH para el cual se encontró una velocidad de hidrólisis 

mayor fue de 9. o, lo cual concuerda con lo reportado para el 

complejo F1-r (93). 

En cuanto a la composición polipeptidica del complejo 

F0F1-I, se encuentró un patrón semejante al reportado para las 

subunidades de F0, cuello y F1, más la proteina inhibidora. 

comparando los pesos moleculares reportados para cada una de las 

subunidades de la enzima por secuencia, con los obtenidos de las 

integrales del barrido densitométrico y las curvas 9aussianas, se 

observó un enorme parecido entre ellos. Es decir se dispone de una 
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preparación que contiene todas las subunidades que se han reportado 

para el complejo V mitocondrial, aunque esto sólo se podria 

confirmar si se contara con anticuerpos que reconozcan por separado 

a cada una de las subunidades reportadas. 

En cuanto a la composición polipeptidica no se sabe todavia 

con certeza las subunidades que la forman, pero existe un concenso 

en lo que se refiere a las subunidades anteriormente reportadas. 

Existen preparaciones que junto con el complejo buscado, llevan 

alquna proteina adicional como contaminante. Por ejemplo esto 

ocurrió en el caso del complejo F0F1 reportado por Serrano y col. 

(116), que lleva consigo al acarreador de aniones. En 1 a 

preparación aqui descrita existe una banda consistente en las 

diferentes preparaciones del complejo F0F1-I que migra entre la 

subunidad By la subunidad y, pero no se ha podido caracterizar su 

origen. 

Las características cinéticas del complejo obtenidas a partir 

de experimentos en los cuales se buscó la velocidad de saturación 

de la enzima con su sustrato describen un comportamiento 

michaeliano clásico. Se encontró la velocidad máxima y la Km para 

e1 sustrato e1 Hg-ATP. 

Los resultados obtenidos hasta este momento permiten conocer 

alqunos de los parámetros importantes de la preparación, los cuales 

sirven para darle una caracterización parcial y para buscar 

semejanzas con las funciones del complejo F1-I. El complejo aqui 

descrito posee, con diferencia en magnitud, todas las propiedades 

que presenta la preparación de F1-I, ¿pero qué tanto se parecía o 
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diferenciaba del complejo F0F1? Para responder a esta pregunta se 

realizaron pruebas para encontrar las caracteristicas que 

unificaran o separaran a ambos complejos. 

Las caracteristicas que se sabia que ambos complejos tenian en 

comdn era la actividad hidrolitica, con diferencias en magnitud y 

la sensibilidad a los inhibidores clásicos. Se buscó entonces las 

caracteristicas del complejo F0F1-I en el complejo F0F1, o viceversa, 

pues la mayoria de las caracteristicas del nuevo complejo se deben 

a la presencia de la proteina inhibidora. 

Es importante hacer notar que la sola presencia de la proteina 

inhibidora en la preparación le da caracteristicas distintivas a 

cualquier complejo F0F1 reportado en la literatura. El efecto de 

la temperatura sobre la velocidad de hidrólisis sólo tiene una 

estimulación cuando la proteina inhibidora está presente. En el 

complejo sin proteina inhibidora, el efecto es el contrario, ya que 

hay una disminución de la velocidad de hidrólisis conforme pasa el 

tiempo de preincubación, y la. velocidad con que decrece la 

actividad de hidrólisis es función del pH. Este proceso ocurre más 

lentamente a un pH básico. 

El aumento de la fuerza iónica del medio de reacción para la 

hidrólisis de ATP por el complejo F0F1, no afecta la velocidad de 

la misma a ninguna de las concentraciones para las cuales se probó 

en el complejo F0F1-I, en el cual si hay un efecto de estimulación. 

una de las caracteristicas más importantes que se deterJDinó en 

ambas preparaciones se refiere al mecanismo cinético. Al realizar 

experimentos para conocer los parámetros cinéticos de ~as 
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preparaciones se encontró un dato que apoya la teoria que existe 

para la función de la proteína inhibidora en la ATP-sintasa (20, 

75, 76, 83 y 124): su posible función es la de retener la salida 

del ADP resultante de la hidrólisis del ATP, y conviene recordar 

que la función fisiológica de la enzima es en el sentido de la 

síntesis de ATP. Esto está apoyado en el resultado del cálculo de 

la Km, la constante de afinidad por el sustrato, pues no varia o lo 

hace no significativamente en ambas preparaciones. 

Otro dato interesante en cuanto a las diferencias entre el 

complejo F0F1-I y el complejo F0F1 es evidenciada en la composición 

polipeptidica. Al realizar electroforesis en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida en presencia de SOS o 

inmunodetección de la proteína inhibidora por anticuerpos 

policlonales contra éste péptido, y sólo se encuentró en el 

complejo aqui reportado. 

En la Tabla 7 se muestran comparativamente las características 

obtenidas para los complejo F0F1-I Y F0F1• 

l.l.4 



Caracteristica: 

Actividad (J*)l•tn· 1
1111·1, 

Senslbll lmd • 01 fDQ91clna 

s-lbl l ldad •l DCCD 

•endf•fento en prtitefna 

htf-.ilt1eldn pqr ICCI 
(µmolminº 1mg· 1 ) 

Par ... tr09i Ch,.tlcoa p11r• •l ATP 

Efecto del Magnésio 

EfKtD del pH en I• Eatln.1laclón 
rxir T-ratura 

F F -I 

1.2 

85-95 t 

80-90 ' 

6 t 

Hasta 10 

Hasta 4 

plt Acldo Pen1lte 1.n11 Mejor 
Eatl-.ilaclón 

F.F 

4 

80-90 t 

80-90 t 

8 't 

No hay efecto 

No hay efecto 

lrtllbe •Altea Ccncentncfc:nu 

la Actividad Decrece -'• 
rMJf~te con Dff ~Ido. 

Tabla 7: Comparación de las caracteristicas funcionales de los 
complejos F0F1 y F0F1-I. 
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XIX. PBRSPBCTIVAS. 

Para avalar la teoria de la función de la proteina inhibidora 

apoyada por este trabajo, es necesario cuantificar los nucleótidos 

de adenina presentes en la enzima cuando esta está hidrolizando al 

ATP. Esto se puede lograr ya sea por la utilización de nucleótidos 

marcados isotópicamente, o mediante la reacción de luciferin­

luciferaza. El conocimiento de las cantidades de estos compuestos, 

asi como el tiempo que perduren dentro de los sitios cataliticos de 

la enzima o bién el número de ciclos cataliticos que tarden en ser 

desalojados de la enzima, puede generar resultados que concluyan 

definitivamente que ésta es la función de la proteina inhibidora en 

el sentido de la hidrólisis del ATP. 

se ha reportado en la literatura que la composición de los 

lipidos que estén interactuando con la ATP-sintasa pueden ayudar a 

mejorar sus caracteristicas cataliticas en al sentido de la 

hidrólisis del ATP (125 y 126). Por ello, será interesante conocer 

cómo contribuyen los lipidos en las caracteristicas de la 

preparación descrita en éste trabajo. Para ello se podrian realizar 

purificaciones que contengan una cantidad de lipidos baja, 

necesaria solamente para dar las condiciones hidrofóbicas para que 

se mantenga funcional el canal de protones, y probando también 

diferentes lipidos y diferentes composiciones de ellos en la 

solución que contenga a la enzima, tratando de regresarla al estado 

en el cual se encontraba en la membrana interna mitocondrial. 
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La parte más interesante de este trabajo estará enfocada, 

ahora que se dispone del complejo P0F1-I aislado y funcional, hacia 

la sintesis del ATP, la cual se puede comprobar por medio de la 

reacción de recambio de ATP-~P, que se realiza después de 

reconstituir a la enzima en un liposoma. Este experimento se ha 

intentado en repetidas ocacaciones y bajo diferentes condiciones, 

pero no se ha podido reconstituir la actividad de hidrólisis 

despues del tratamiento de la diálisis. En un futuro se intentarán 

experimentos de reconstitución por medio de otras metodologias para 

tratar de obtener los proteoliposomas que contengan al complejo 

funcional en ambos sentidos: hidrólisis de ATP y recambio ATP-~P. 

Estos experimentos permitirán obtener una serie de resultados 

muy interesantes, los cuales generarán datos relevantes sobre las 

propiedades estructura-función del complejo V mitocondrial. 
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XXV. APEHDXCE. 

Los experimento preliminares a este trabajo, es decir lo referente 

aislamiento del complejo con el detergente 

Laurildimetilamino óxido y su caracterización parcial, se 

presentaron en el VII Congreso Nacional de Bioenergética y 

Biomembranas (1991) bajo el titulo de: Aislamiento y 

Caracterización slltl. ~ ATPsintetasa-Inhibidor Mitocondrial. 

~ Contreras ~ y Georges Dreyfus c. 

El trabajo aqui descrito, es decir el asilamiento y caracterización 

del complejo F0F1-I con el detergente n-Oodecil 8-0-Maltósido, se 

presentó este año en el XIX Congress of the Mexican Biochemical 

Society, bajo el titulo de: Isolation Aru1 Characterization gt. tWl 

~ f-OE1-Inhibitor ~ .EJ:2m ~ ~ Mitocondria. 

~ Contreras ~ and Georges Dreyfus. 
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