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I INTRODUCCION

A. GENERALIDADES.

Todas las actividades gue realizan los seres vivos, como son
el crecimiento, el desarrollo, la reproduccién y la evolucién, son
procesos endergénicos cuya realizacién depende de una fuente de
energia. Las fuentes primarias de energia para los seres vivos son
la energia libre de muchas transformaciones quimicas y 1la luz
solar. La bicenergética es la rama de la Biologia que se ocupa,
precisamente, de estudiar los mecanismos por medio de los cuales la
energia proveniente de la oxidacién de sustratos o de la absorcién
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
(L Yy 2). La respuesta a estos mecanismos se ha buscado en las
llamadas membranas transductoras de Energia, que son, componentes
que intervienen en 1la interconversién de la energia quimica
contenida en los enlaces de los sustratos respiratorios, en el
adenosintrifosfato (ATP) o en la luz (en organismos luminiscestes),
Y en la energia eléctrica u osmética conceqida aen los gradientes
transmembranales (3 y 4). Estos procesos son llevados a cabo por
las enzimas de la cadepa de transporte de electrones, que debido a

su localizacioén vectorial en la membrana, son capaces de realizar



RESUMEN.

La ATP-sintasa es una enzima multimérica que se encuentra en
diversos tipos de membranas tanto eucariontes como procariontes y
que cataliza la produccién de ATP a partir de ADP y fosfato
inorganico utilizando el potencial electrogquimico transmembranal
(ApH®) . Hasta la fecha la mas sencilla de las F,F, ATP-sintasas se
ha encontrado en la eubacteria Esgcherichia ¢olj. Esta tiene ocho
diferentes subunidades; cinco de ellas a, B, Yy, § Y €, se
encuentran en el dominio globular (F,), que se encuentra fuera de
la membrana, y las otras tres a, b, y ¢, forman el sector membranal
de la enzima (Fy) ; al cual estd unida la F,.

La enzima mitocondrial es mas compleja, contiene al menos tres
subunidades extras y una proteina reguladora.

En este trabajo se describe el aislamiento de la FyF, ATP-sintasa
de mitocondrias de corazén de bovino, gue contiene a la proteina
inhibidora nativa. La metodologia utilizada es por medio de una
columna cromatografica hidrofébica, que ha sido reportada para
obtener a la F, ATPasa asi como también para la F,F, ATP-sintasa.
Las condiciones del aislamiento permiten que el inhibidor natural
de la enzima sea co-purificado con la enzima presumiblemente en su
estado nativo,

Una caracterizacién de este complejo nativo has sido desarrollada
Yy se discute en términos de la presencia de la proteina inhibidora

asi como de sus caracteristicas cinéticas.



ABREVIATURAS
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un desbalance en la concentracién de protones a ambos lados de la
misma. El equilibrio de este gradiente es aprovechado por la ATP-
sintasa, que estd también localizada vectorialmente, sdlo gue en
sentido inverso a las enzimas de la cadena de transporte de
electrones y sintetiza enzimaticamente al ATP.

Para entender cémo la energia proporcionada por la respiracién
o por la fotosintesis se puede utilizar para formar la molécula de
ATP y quedar almacenada para ser utilizada por 1los procesos
metabdlicos de la célula, Peter Mitchell, en 1961 formuld la Teoria
Quimiosmética (5). En esta teoria 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 translocacién de protones (H') a través de las
membranas transductoras de energia; el resultado obtenido de esta
primera bomba es la generacion de un gradiente electroquimico de
protones (ApH'). Una segunda bomba transloca estos protones en
sentido inverso a la bomba primaria y sintetiza ATP aprovechando la
energia generada. Esta importante reaccidén esta catalizada por la
enzima ATP-sintasa.

La teoria quimiosmética 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 AuH' es el intermediario energético de
muchos y muy variados procesos celulares, tales como la formacién
de gradientes de diversos iones (Na’, K' y ca?), la sintesis del

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



La importancia de la existencia de AuH' explica el porqué de
la amplia distribucién de las membranas transductoras de energia:
la membrana interna mitocondrial, la membrana plasmatica de las
eubacterias, la membrana de los cromatéforos de las bacterias
fotosintéticas, la membrana tilacoidal de cianobacterias y
cloroplastos, la membrana plasmatica de las argueobacterias (7), en
muchas de las membranas no mitocondriales de los eucariontes, como
lisosomas, aparato de Golgi, vesiculas de Clatrina (8 y 9), Yy
vacuolas de plantas y hongos (10). De hecho, la clasificacién de
membranas relacionadas con las conversiones de energia sélo excluye
con seguridad a las envolturas externas de las mitocondrias, de los
cloroplastos, de las bacterias y de los peroxisomas (3).

El sistema de fosforilacién oxidativa mitocondrial esté
constituido por 5 complejos enzimaticos lipoproteicos: (a) la NADH-
ubiquinona-oxidorreductasa o Compleio I (b) la Succinato

ubiquinona-oxidorreductasa o Complejo II; (c¢) 1la Ubiquinol-
ferrocitocromo-c-oxidorreductasa o Compleijo IIL: (d) la

Ferrocitocromo-c-oxidorreductasa o Complejo IV y (e) la ATP-sintasa
o Complejo V ‘(11) (ver Figura 1). Este sistema constituye el 50 %
de las proteinas asociadas a la membrana interna de mitocondrias de
corazén de bovino, y el resto incluye, entre otras, varias
proteinas transportadoras y enzimas que actian como donadores de

electrones de la cadena respiratoria (12).
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Figura 1. complejos gque participan en la fosforilacién
oxidativa. Se muestra la disposiciéon en 1la membrana interna
mitocondrial de los cinco complejos originalmente dascritos porx
Hatefi (tomado de Gonzdlez, 1990 (11)).




1. El HMacanismo Quimiosmdético.

Como ya se menciond, en 1961 Peter Mitchell enuncié 1la
hipétesis quimiosmética (5), que propene que la energia derivada
del transporte de electrones, es utilizada para traslocar protones
a través de la membrana. Esta translocacién, que va de la matriz
mitocondrial hacia el citogol (de igual forma que en las bacterias,
pero en sentido inverso a los cloroplastos), origina una diferencia
de potencial electroquimico transmembranal (AxH), que tiene dos
compohentes: una diferencia de pH (4pH) y una diferencia de
potencial eléctrico o de carga (A¥) entre 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 formacién del ATP.

De acuerdo con Mitchell, la interconversién del potencial
transmembranal AuH® en la energla de enlace del ATP, es reversible.
Asi, el proceso de sintesis de ATP consume AuH®, en tanto que la
hidrélisis lo regenera.

Parte de la energia del gradiente se usa para impulsar la
translocacisén 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 incorporades en el ATP, por

par de electrones gue viaja a través de la cadena transporta- dora,



se conoce como relacidén P/2e°, gque es equivalente a la relacién
P/0, debido a que cada par de electrones reduce un Aatomo de
oxigeno. En mitocondrias la relacién P/0 es de 3 para el NADH y
substratos gue transfieren sus electrones al NADH, y la relacién
P/O es de 2 para substratos que transfieren electrones a

flavoproteinas.

2. Clasificacidn de las ATpPasas.

La ATP-sintasa también se conoce como complejo ¥,Fy, ¥y menos
correctamente, como H'-ATPasa, pues en sistemas aislados, y bajo
clertas condicliones, la enzima es capaz de realizar la reaccién
inversa, es decir, la hidrélisis del ATP. Existen tres tipos de
ATPasas: P-, V- y F-ATPasas. Sus caracteristicas se describen a
continuacién in):

1.- Las P-ATPasas o enzimas del tipo E,~E,, son aquéllas que
como parte de su ciclo catalitico incluyen a un intermediario
fosforilado de la enzima. Las mads conocidas de este tipo son la
Na*/K'-ATPasa de la membrana plasmiatica de animales, y la ca®-
ATPasa del reticulo sarcopldsmico del misculo. Estas enzimas tienen
una estructura relativamente sencilla ya gue poseen una sola

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



funcional.

2.- Las Y-ATPasas o de tipo vacuolar son propias de las
membranas internas (no mitocondriales ni tilacoidales) de 1los
eucariontes. Son enzimas de unos 500 KDa, con dos porciones
principales: una integrada a la membrana, y otra periférica que
contiene los sitjos cataliticos. Ambos tipos de enzimas generan
gradientes de pH y eléctricos a través de las membranas utilizando
la hidrélisis del ATP para generar la energia.

3.~ Las F-ATPasas o de tipo F¢F,, son las que se encuentran en
las membranas plasmaticas 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 (AuH') creado por las reacciones de
éxido-reduccién 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 ultimos afios se han ido esclareciendo
las relaciones evolutivas entre los tres linajes de organismos:
eubacterias, argqueobacterias y eucariontes a través de los eatudios
filogenéticos basados en la estructura de las V-ATPasa y las F-

ATPasag (14).



3. FoF,~ATPasas.

fas F-ATPasas son complejos enzimaticos oligoméricos que estdn
presentes en las menbranas transductoras de energia de
mitocondrias, eubacterias y cloroplastos. Su funcién puede
separarse en tres partes: 1) Translocacién de H', que permite a los
protones generadeos por la cadena oxidativa cruzar 1la bicapa
lipidica, que es impermeable a estos; 2) Acoplants, dque dirige los
protones vectorialmente, de tal manera que la energia almacenada en
el gradiente electroquimico se utiliza en la sinteis de ATP y 3)
Catdlisis, durante la que se realiza la sintesis de ATP, apartir de
ADP y de Pi.

Bajo ciertas condiciones la enzima puede ser reversible. Esta
reaccidn se lleva a cabo en ausencia de sustratos oxidables en el
caso de mitecondrias y bacterias anaerébicas, o en la obscuridad si
se trata de bacterias fotosintéticas o de cloroplastos. Este
proceso puede inducir la formacién de un gradiente electroqui-~
mico, el cual a su vez es capaz de revertir el flujo de electrones,
regenerando el ApH®, haciendo posible el transporte de algunos
metabolitos (15).

Las F-ATPasas (ver Figura 2) , estan constituidas por una
porcién soluble, llamada F,, gque observada por medio de
micrografias, parece un botén que mide 9 nm de didmetro que
sobresale de la membrana. Este sector posee los sitios cataliticos

para la sintesis e hidrélisis del ATP. El sector 2, estd unido al



sector membranal ¥, mediante la regién llamada cuello, de
aproximddamente 4.5 nm de large por 3.5 nm de ancho. El sector ¥,
parece tener una forma globular, con un didmetro de 6-8 nm de ancho
{(16), es la porcién hidrofébica de la enzima a través de la cual
pasan los protones para llegar a la ¥, (17). El complejo ATP-
sintasa mitocondrial esta todavia lejos de ser totalmente
caracterizado en lo que se refiere a la composicién de subunidades,
Y en uno de los reportes mas recientes, Walker et al 1991 (18), se
dice que consta de 14 subunidades, algunas de las cuales ya estén
bien caracterizadas, pues aparecen de manera consistente a lo largo
de diferentes metodologias para el aislamiento de la enzima.

La F, mitocondrial es semejante a la de la bacteria
Escherjchia coli (19), y a la de cloroplastos (20), y pueden
aislarse de la membrana por medioc de diferentes técnicas. La ¥,
puede ser disociada de la F, por sonicacién en el caso de
mitocondrias, y por disminucién de la fuerza iénica del medio en el
caso de E. colj; esta porcién, aislada sélo cataliza la hidrélisis
de ATP, y puede unirse nuevamente a la parte menbranal ¥,
recuperando la funcion de sintesis de ATP. Por su parte, la ¥, con
la ¥, disociada, se convierte en un canal pasivo de protones. El
" hecho de poder purificar a la P, y reconstituirla en membranas
carentes de ella, pero que mantienen a la ¥;,, ha sido de gran
utilidad en el estudio de la estructura y de los mecanismos de
accién de la enzima, lo cual se explicard mds adelante en 1la
seccidn de modelos para la conduccién de protones a través del

canal F,.



Figura 2. Micrografia electrénica de 1la FoFl-ATPasa de

reconstituida en membranas. Estas imdgenes se
obtienen mediante el procesc de congelacién rdpida del complejo
manteniendo una fina capa de hielo para evidenciarse en el
microscopio electrdnico sin tefir y sin ningun tratamiento quimico.
A) Vista lateral promedio de 30 moléculas; B) Vista lateral
promedic de 10 moléculas. C) Muestra un dominio de diferente
densidad electrdnica en el interior de la enzima (Tomado de Gogol,

1987 (16)).
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II. La Estructura de la ATP-sintasa.

Como ya se ha mencionado, el complejo FF,, estd formado por
dos estructuras principales, una de naturaleza hidrofilica, ¥y,
cuya subunidades son: a, 8, y, § Y € con posibles estequiometrias
de 3:3:1:1:1, y la otra de naturaleza hidrofobica, F, compuesta
principalmente de las subunidades a, b y ¢, con una estequiometria
de a(l), b(2) y <«(10) (ver Figura 3) (4). Es necesario mencionar
que en el caso de mitocondrias hasta ahora no se ha podido
determinar ni el numero total de subunidades que componen a esta
compleja enzima, ni su estequiometria exacta para cada una de las
subunidades; para algunas (¥,), se tiene consenso, pero falta
resolver estos datos para el cuello y el canal F,.

En cuanto a la localizacién en el genoma de 1los gehes de la
¥oF,, se sabe que estd codificado por un sélo operdn denominado uneg,
para E. c¢oli. Este operdn estid totalmente clonado y secuenciado
para otros organismos y se conoce la secuencia de varios genes
relacionados ‘(21 y 22). Los genes que codifican para las
subunidades de FgF; son, en orden secuencial: uncB (a), uncE (c),
uncF (b), uncH (6), uncA (a«), uneG (y), uned (B), Yy uncC (e€).
Dentro del mismo operdén, se encuentra también uncI, pero de éste se
desconoce su funcién (22). Dado que existe un gene para cada
subunidad y que de varias de ellas existe miés de una copia por
enzima, la estequiometria parece estar regulada a nivel traduccién

(23) .
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Figura 3. La ATP~sintasa de mitocondrias, en bacterias y
cloroplastos, es una enzima compuesta por dos complejos
oligoméricos F, y F,. F, es un complejo integrado en la membrana y
congiste de al menos tres subunidades (a, b y c), que forman un
canal de conduccién para protones. F, contiene tres copias de cada
una de las subunidades a y 8, ¥ estd unida en eubacterias a F, por
medio de las subunidades y, § y €. En mitocondria se incluyen otras
subunidades que ayudan a la unién del sector hidrofilico con el
hidrofébico, que forman la seccién llamada cuello (tomado de
Darnell, Leodish, y Baltimore, 1990, Melecular Cell Biologqy.
(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 1la FoF,, estan
codificadas por los genomas de los organelos. Por ejemplo, el DNA
mitocondrial de levaduras contiene los genes para la subunidad 9
(equivalente a la ¢ de E. ¢oli o de mamifero), para la subunidad 8
Yy la 6 (correspondiente a la subunidad a). E1 DNA mitocondrial de
mamifero tiene 1los genes para la subunidad 6 y para la A6l
(subunidad 8 de levadura) (22). El hecho de que en los eucarion-
tes funcionen los genomas nuclear y mitocondrial para el ensamblaje
de la Pg¥, y otras muchas proteinas, es un argumento para apoyar
la teoria de la endosimbiosis, que explica el origen de 1los
organismos con estructuras membranales internas.

Se ha comprobado que durante la importacién 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
¥ 26).

En qenerél, el proceso de importacién de proteias nucleares
hacia 1la mitocondria requiere de tres procesos principales: 1)
nucleésidos trifosfato que mantienen una conformacién estable del
precursor; 2) la presencia de la proteina general de insercién
(GIP), que se encuentra en la membrana externa mitocondrial; y 3)
la existencia de AY para la interaccidn inicial del precursor con
la membrana interna. Algunas subunidades, como la c de bovino y de

humano, tienen dos precursores distintos, product de dos g
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diferentes y con diferentes niveles de expresién génica en varios

tejidos (27).

i. Las Subunidades del Canal, Foe

La porcién ¥, posee una naturaleza hidrofébica, de tal suerte
que para poder solubilizarla y purificarla es necesario utilizar
detergentes o agentes caotrdpicos. Por ello, es necesario que una
vez que ha sido purificada, se pueda reconstituir en un liposonma,
que transloque protones, y que esta translocacidén esté acoplada a
la actividad enzimdtica de la ¥, (28).

La ¥, del complejo ATP-sintasa confiere a la enzima
proteccidén al frio. En E, ¢oli F, estd formado por 3 diferentes
subunidades denominadas a, b y ©. Aunque el numero de subunidades
en la mitocondria es posiblemente mayor, de las gque mas se sabe es
también de a, b y c. Una comparacién de los pesos moleculares de
estan subunidades entre diferentes organismos se presenta en la
Tabla 1. La estequiometria de estas subunidades se ha calculado
para E._coli, en presencia de {"C]Glucosa o [3’S]Sulfato, mediante
la cuantificacién de 1la radicactividad incorporada en cada
subunidad después de separarlas por geles de poliacrilamida-sDs

(29).

14



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
estd involucrada o no en el paso de los H', pero si
se cambian aminodcidos especificos de esta subunidad en la Py de E,
goli, se observa una translocacién de H' disminuida apesar de que

el acoplamiento entre ¥, y P, no se modifica (22).

Tabla 2.
Pesos Moleculares de las Principales Subunidades de F,’
Fuente a b -]
E. coli 30,258 (uncB) 17,233 (uncF) 8,246 (uncE)
Re._rubrum 12,460 10-11,000 9,400
mitocondria de
corazén Rastio 25,000 (ATPasa-6) 10,000 8,000
§:) - 7%
clorxoplasto 27,000 20,900 7,968

La subunidad o, tiene el mayor grado de hidrofobicidad de

todas las que componen a la F;. Posee estructura en forma de

' Ppara 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, D.
1989. Energy Trangduction in Biological Membranes. (Springer-
Verlang, New york).
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horquillia: dos segmentos gue atraviezan la membrana conectados por
un asa hidrofilica (22 y 28). Las evidencias inmunolégicas y
genéticas indican que esta asa hace contacte con la PFy.

Una de las caracteristicas mas estudiadas de la subunidad c es
que su residuo de Asp-61 se une el reactivo diciclohexilcarbo-
diimida (DpeeD), razén por la cual también se le ha dado el nombre
de proteina que une DCCD. Esta unién covalente inhibe casi
totalmente el paso de H' (30). Esta subunidad es de caracter
oligomérico, y se sabe gue basta la union de una sola moclécula de
DCCD en una de las subunidades ¢ para impedir la conduccién de los
H'. Es de interés considerable el estudio de la subunidad ¢, y mas
aun la posicién y funcidén del Asp-61, pues una mutacidén de este
residuo (Asp - Gli o Asp - Asn), produce los mismos efectos que el
DCCD en la Py de E.._coli. Ademds, este residuoc es el unico de
cardcter polar altamente conservado en ‘las porciones transmem—
branales de la subunidad e. De ahi se concluye la importancia del
residuo Asp-61, y la manera cooperativa con la que funciona el
oligémero formado por las 10~12 copias de esta subunidad (15)
(Figura 4). ’

Ademds de a, b y © se han reportado algunas otras subunidades
en la porcion F; mitocondrial. Una de ellas es un polipéptido
codificado por un gen en Saccharomyces cerevisiae denominado aapl:
se ha encontrado una regién homéloga en 1l1las mitocondrias de
mamifero (A6L) (28), cuya funcién aun se desconoce. El factor B
(), con un peso molecular de 11-15,000, puede estar involucrado

en la transferencia de energia entre Fy y ¥, (28). También se han
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reportado otros posibles componentes del canal ¥,; sin embargo,
muchas de estas proteinas no se encuentran en todas 1las

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

propiedades.

Figura 4. Representacién de la estructura de la ATP-sintasa
de E. coli A) Esquema de todo el complejo F,F, y su ubicacién en la
membrana plasmdtica. B) Arreglo de las subunidades a, b y ¢ del
sector F,; parte superior, vista lateral:; parte inferior, vista
desde arriba. Los grupos carboxilos indicados corresponden al
resjiduo de Asp-61, donde se une el DCCD. (Tomado de Scheider y
Altendorf, 1987 (28)).
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reportado otros posibles componentes del canal ¥;: sin embargo,
muchas de estas proteinas no se encuentran en todas las
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Figura 4. Representaciéon de la estructura de la ATP-sintasa
de E, ¢oli A) Esquema de todo el complejo FoF, y Bu ubicacioén en la
membrana plasmidtica. B) Arreglo de las sugunidades a, by c del
sector F,; parte superior, vista lateral; parte inferior, vista
desde arriba. Los grupos carboxilos indicados corresponden al
residuo de Asp-61, donde se une el DCCD. (Tomado de Scheider y
Altendorf, 1987 (28)).
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2. Algunos Modelos Para la Conduccién de H*

a Través del Canal P,.

Siguiendo las evidencias experimentales, se ha propuesto que
para la translocaciéon de los H' a través del canal ¥y, son
necesarios tres tipos de subunidades: &, by ¢ (22 y 28). Debido a
que F, es un canal altamente selectivo a los H', es posible
especular acerca de la existencia de una red de puentes de
hidrégeno transmembranales, gque conduce a los H' a través del canal
-(40), o bien de grupos gue se asocian de manera alternada a los
protones y gque pueden presentarse hacia el interior con altos pKa
y hacia afuera con pKa bajos (15).

Basdndose en el mecanismo propuesto para el movimiento del
flagelo, se ha propuesto una hipétesis donde las subunidades a y b
de Fo, y Y, § Y € de F,, pueden rotar e ir estableciendo inter-
acciones con el oligémero formade por las subunidades o, en
particular entre la hélice 4 de la subunidad a y el Asp-61 de la
subunidad c (41). Tales interacciones permiten cambios conforma-
cionales que se pueden traducir en la sintesis del ATP. No
obstante, aun faltan evidencias experimentales para afirmar que el

sector ¥, rote.
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3. Las gsubunidades del Cuello.

Tal vez la diferencia que mds resalta entre los complejos A N
mitocondrial y eubacteriano es la existencia, en el primero de
subunidades especiales que permiten el acoplamiento entre el sector
hidrofilico y el hidrofébico. Actualmente se acepta que las
subunidades que forman el cuello, son la O8CP, la ¥, Y ¥,, aungue
no se descarta la posible existencia de otros polipép- tidos en
esta regién.

La 08CP (proteina que confire sensibjlidad a la oligomicina
tipo B, antibiético secretado por el hongo Steptomyces
diastatochromogenes), es un polipéptido hidrofilico que interactua
con las subunidades « y B, y cuya principal funcién es la de unir
al segmento F, con F, (33). Los experimentcs que apoyan la idea de
que la OBCP sirve para unir P, con P, han estado enfocados a la
tripsinizacién de pequeiios segmentos de las subunidades @ y 8 de
¥, Yy con esto se pierden los puntos de contacto entre 08CP y ¥,
{34) . Esta subunidad es indispensable para el reestablecimiento de
las funciones dependientes d;l gradiente de protones en
experimentos de reconstitucién de F;, con F¥;. La secuencia de
aminodcidos de esta subunidad tiene un alto porcentaje de similitud
con la subunidad § de la P, y con la subunidad b de E. coli, por lo
que se piensa gue pueden tener una funcidn parecida (32). No estd
claro cémo es que se lleva a cabo la inhibicién de las actividades

de la enzima en presencia de la oligomicina, pues no se debe a una
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interaccidn de tipo covalente, pero es seguro que inéeractda con
esta subunidad.

El Factor 6§ (F,) de levaduras estd codificado por el gen 9li2,
y también se ha encontrado en los genes mitocondriales de mamiferos
(28) . Su funcién adn no estd bién definida, y algunos autores (35)
proponen que participa en la unién de ¥, a P, al igual que OBCP, Yy
que Jjunto con ésta confieren la sensibilidad a la oligomicina.
otras investigaciones apoyan la idea de que tanto F, como OBCP se
encuentran en la regién del cuello, e indican que ninguna de las
dos subunidades se regquiere para la translocacién pasiva de
protones a través de la P;, aungue si para las reacciones en los
sitios cataliticos (36).

El Pactor B (¥,), es una proteina que se encuentra unida a ¥,
del lado de la matriz mitocondrial. Se ha sugerido que ademads de
estar involucrada en la reaccién de intercambio de ATP-¥p (37) y
afectar la permeabilidad a protones cuando se adiciona a membranas
carentes de é1 (38), participa en la organizacién del
canal de protones mediante sus dos grupos tiol (39). lLos pesos
moleculares para las subunidades mitocondriales anteriormente

mencionadas, se muestran a continuacién en la Tabla 2.
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Tabla 2.
Pesos Mcleculares de las Subunidades e Componen al Cuello
de la ATP-sintasa Mitocondrial® (en daltons)

osce ¥, A
20,967 8,000 13,000

4. Las Subunidadas de ¥,

La porcién hidrofilica de la ATP-sintasa, tiene 5 tipos de
subunidades: «, B, vy, § y ¢, con una relacién molar probable de
3:3:1:1:1. Los pesos moleculares para las subunidades de la ¥,
mitocondrial,de E. c¢oli, Rhodospirillum rubrum y cloroplastc se
muestran en la Tabla 3. Para poder conocer las subunidades de la F,
se han disefiado experimentos de reconstitucién, sobre todo en la
enzima eubacteriana (E. coli), donde es posible separar las
subunidades uhas de otras, y después determinar qué clase de
complejo es capaz de realizar actividades cataliticas. Adn cuando
las subunidades § y € estén ausentes, el complejo aBy puede llevar
a cabo la hidroélisis del ATP (43).

La gubunidad ¢ posee un sitio de unién para nucleétidos, que

2 108 datos de esta tabla se obtuvieron del libro de Cramer,
. i c , 1989 (Springer=-
Verlang, New york.
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tiene una alta afinidad por ATP y ADP, y la unidén de éstos
a la subunidad a produce un cambio conformacional importante (42).

Se ha reportade la existencia de un sitio de unién para
magnesio, no intercambiable, que se recupera en el dimero ay al
desnaturalizar a la P, (47). Estos resultados, junto con el hecho
de que la liberacién del ATP de la subunidad a es muy lenta,
sugieren que este sitio de unién para nucleétido 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
hibridos con subunidades 8 y y de otros organismos (48).

Los experimentos con ¥, de E, coli, mutadas en la subunidad &
producen la aceleracién de la cooperatividad entre los sitios, ¥y
sugieren gque la transmisién de cambios conformacionales entre
subunidades es esencial para la maxima actividad de hidrélisis. Por
experimentos de entrecruzamiento y de tripsinizacién de la
subunidad a se ha visto que se altera la unién de 08CP con el
segmento de F,, por lo que se sugiere gque la subunidad a
intereactia con la subunidad 08CP del cuello del complejo PP, (49).

En cuanto a la subunidad B, 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 mds conservadas eveolutivamente
hablando y, por tanto, las mads fAciles 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 unidén de nucledtidos (50).
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A la subunidad B aislada de la bacteria fotosintética Rs.
rubrum, se le ha atribuido actividad hidrolitica. Sin embargo, esta
actividad es solamente del 0.1 % con respecto a la da la enzima
intacta, a pesar de gue la Km para el ATP en la B es dos drdenes de
magnitud menor que en la ¥,. 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 vglocidades 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 informacién acerca de la importancia que
tienen las interacciones entre las subunidades para que la enzima
pueda realizar su actividad catalitica.

La subunidad o también puede unir nuclestidos. Si se toma en
cuenta gue en cada una de estas subunidades (a y B) existe un sitio
de unién para nuclestidos, se tiene gue en total por cada molécula
de enzima existen seis (44).

En la subunidad B existe una regién rica en glicina. Esta
regidén es muy‘similar a proteinas que pueden unir nucleétidos (22).

Se sabe también que existe en las P-ATPasas y en las
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Tabla 3.
Pesos Moleculares de las Subunidades gue componen a la P,’
(en daltons)

Fuente a B Y § €

E. coli 55,264 (uncA) 50,316 (uncd) 31,387 (G 19,558 (ungH) 14,914 (ungC)
Rs. rubrus 55,026 50,852 32,437 19,543 14,307
Hitocondria

(Corazén de 55,164 51,164 30,141 15,065 5,652
Bovino)

Cloroplesto 55,457 53,831 35,857 20,512 14,701

V~ATPasas una pequefia secuencia de aminoacidos gue contiene al
sitio de unién de nuclestidos, y que comparte con éste un alto
porcentaje de similitud. En la subunidad B de la ¥, existe un
residuo de lisina muy conservado, capaz de unir azido~ATP. Llama la
atencién que el residuo de acido aspartico, que en el caso de las
P-ATPasa es el que se fosforila, esté reemplazado por una treonina
en la subunidad 8 (45).

La subunidad y de diversas especies tiene solamente 33
residuos idénticos; la regién carboxilo terminal en 8 especies estd
altamente concervada, por lo que se le ha atribuido un papel
importante en la catalisis y en el ensamblaje del complejo.

Se ha propuesto que la subunidad § de bacterias corresponde a

la OBCP de mitocondrias y que la subunidad § mitocondrial equivale

3 Los datos de esta tabla se tomaron del libro de Cramer,
ic. emb s, 1989 (Springer-
Verlang, New york).
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a la ¢ de bacterias (22). En cuanto a su funcién, se sabe que se
requiere de la presencia de & y ¢ para que la porcién Py pueda
reconstituirse con las subunidades membranales (51).

La subunidad y parece ser tan indispensable para el ensamblaje
de las otras subunidades de la ¥, gue en su ausencia, no hay
ensamblaje entre a« y B8 (52). Estudios de entrecruzamiento del
complejo P, soluble, y otros mas recientes sobre la estructura de
la enzima (53) muestran que la subunidad ¥y se encuentra
interactuando principalmente con las subunidades B, 6§ y €.

Experimentos realizados con las subunidades de ¥, de E. coli
mostraron que la minima combinacién que presenta actividad
hidrolitica es complejo a;8;y (54). Se ha propuesto también que la
subunidad y actuia como la compuerta del paso de los protones hacia
las subundades cataliticas (55).

Aunque en el caso de la enzima mitocondrial se desconoce la
funcién de las subunidades § y ¢, se ha propuesto que pueden anclar
la estructura a,8,y a la porcién ¥, de la enzima. Lo anterior se
basa en que la subunidad &§ mitocondrial tiene como equivalente a la
subunidad € en E._<o0li y en cloroplasto (S6), donde se sabe que
presisamente ancla al complejo a;8yy. Una aclaracién pertinente es
que la subunidad € de mitocondria no tiene equivalente en bacterias
ni en cloroplasto.

Dentro de las proteinas que integran a la F, mitocondrial se
encuentra también la llamada proteina inhibjdora, que es un
péptido de bajo pesoc molecular que en levaduras se une directamente

a una de las subunidades B. Su interaccion 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 E. coli 1la
subunidad ¢ tenga la capacidad de inhibir la actividad de
hidrdlisis (60), leo cual concuerda con la homologia entre ambas
proteinas (59). Mas adelante se retomara a la proteina inhibidora
para mencionar los papeles funcionales gue se le han asignado, asi

como algunas otras caracteristicas que posee.

IXI. LA ATP-sintasa TIENE UNA ESTRUCTURA ASIMETRICA.

1. Asimetria Estructural.

Con base en estudios estructurales, de difraccién de rayos X
Y en la este;;uiometria de la ATP-sintasa a,B,yé€¢, Amzel y col.
propusieron en 1982 gque 1la P, presentaba una asimetria estructural,
determinada por las subunidades pequefas de este sector de la
enzima. Lo que se observd en este caso y también por estudios de
tincién negativa de moléculas de F, fue un arreglo hexagonal
formado por 6 ldbulos del mismo tamafio, aproximadamente 80 A, que
representan a las tres subunidaes a mas las tres subunidades B

(61). En 1986 Boekema Yy colakoradores lograron ver ademds una
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séptima densidad electrénica en el centro de la estructura que
parece estar formada por las subunidades yée (62). En 1989 Gogol
Y col. combinaron dos técnicas de reconstruccién tridimencional, de
imdgenes de cristales bidimensionales de ECF, tefidos
negativamente, y el analisis de una particula de ECF; preservada en
su forma nativa mediante congelamiento, y usando criomicroscopia
electrdnica, lograron tener una imagen mds completa de la enzima.
Ademas del hexdgono formado (95-100 A) por las 6 zonas tefidas de
aproximadamente 90 x 30 A en el centro, observaron una cavidad
acuosa (30-40 A}, que abarca practicamente la longitud del complejo
(63). Lo anterior apoya el hecho de que el segmento ¥; de E. coli
forma un poro de protones al reconstituirse en membranas, pues no
se encuentra ninguna densidad proteica en esta regidn (64). También
se visualizé una séptima densidad electrénica compacta, que se
encuentra asociada estrechamente con las subunidades periféricas y
que obstruye practicamente toda la cavidad central (ver Figura 5).
Los autores de este trabajo pudieron también confirmar la
alternancia de las subunidades ¢ y B8 en la enzima con un
experimento elegante, usaron criomicroscopia electrdnica con el
complejo ECF, decorado con anticuerpos anti-a (54).

También se ha podido observar que la densidad en el interior
de la estructura dada por las subunidades pequefias esta en
posicién asimétrica, adyacente a las masas periféricas no marcadas,
indicando que su interaccion principal es con la subunidad B. De la
misma manera el andlisis de la ECF, tripsinizada carente de 6§ y ¢

Y de parte de la subunidad y, permiti¢ observar que la densidad
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central disminuye debido a la ausencia de § y €. Finalmente, usando
fragmentos Fiab contra epitopes accesibles de las subunidades
pequeitas confirmaron que éstas son responsables de la masa

asimétrica que interactia con la subunidad 8 no marcada (65).

Figura 5. Imagenes promedio de ECF, no teildas mostrando un
arreglo hexagonal. A) Promedio de 33 imdgenes con centro
asimétrico. B) 33 imAgenes con centro ablerto, y C) 11 imdgenes 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 § y ¢. Finalmente, usando
fragmentos Fy,ab contra epitcpes accesibles de las subunidades
pequeas confirmaron que éstas son responsables de la masa

asimétrica que interactua con la subunidad B8 no marcada (€5).

Figura 5. Imdgenes promedio de ECF, no teiiidas mostrando un
arreglo hexagonal. A) Promedio de 63 imédgenes con centro
asimétrico. B) 33 imAgenes con centro abierto, y €) 11 imdgenes con
el caentro parcialmente cerrado. (Tomado de Gogol E.P. et al 1987
(16)) .
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2. Asimetria Puncional.

Por otra parte, los resultados de experimentos de
desnaturalizacion por frio (66) y de modificacion quimica de la F,
con DCCD, EEDQ, Nbf y FSBI, reactivos con los cuales la enzima
muestra sélo una tercera parte de su actividad, son consistentes
con los modelos propuestos para la P, con subunidades B no
equivalentes. Asi tenemos también el ejemplo de la ECF, en la cual
las tres subunidades B8 tienen diferente reactividaa (67): 8,
interactiia con la subunidad e, 8, reacciona con DCCD, ¥y 85' acepta
la entrada de Nbf e IAANS, que es un reactivo especifico para
grupos =-SH. Todo elloc sugiere gue ademds de la asimetria
estructural la F,-ATPasa posee una asimetria funcional. En este
sentido, se sabe también gue sélo uno de los 3 sitios de unidn para
nucleétidos clasificados como no cataliticos puede intercambiar

nucledtidos en presencia de EDTA (68).
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IV. ALGUNOS MECANISMOS8 PARA EXPLICAR LAS REACCIONES

CATALIZADAS POR LA ATP-sintasa.

La reaccién reversible catalizada por la ATP sintasa incluye
un minimo de tres pasos que se muestran a continuacién, en el
sentido de 1la hidro6lisis (ver Figura 6). El primero de ellos
consiste en la unién del ATP a la enzima, el segundo debido a la
hidrélisis de ATP a la salida de agua y P,y el tercerc en la
salida del ADP. Se conocen los valores de las constantes de
velocidad para la F, de mitocondrias de corazén de res (71). A
partir de estos datos se pueden resaltar alqunos puntos
importantes: el ATP que se une al primer sitio catalitico lo hace
con una constante de asociacién muy alta (10" M) K, y, una vez
unido, se establece un equilibrio entre el sustrato Yy 1los
productos de la hidrélisis formados, de tal forma que la K, tiene
un valor cercano a uno. En cuanto al mecanismo de reaccién, esto
significa que el cambio de energia libre en el paso catalitico es
cero (69). Consistente con lo anterior varios autores han logrado
la sintesis neta de ATP unido a la F,; soluble sin que haya aporte
alguno de energia (cf. 70). Si las reacciones de sintesis e
hidrélisis de ATP estin en equilibrio en el microambiente del sitio
catalitico de la enzima gpara qué se requiere entonces esta energia
proporcionada por el OpH+? Tomando en consideracién 1la 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).

ATP i aoe
\ z 7
¥, -» ¥,-ATP~—s ¥,-ADP Pi-TeF -aDP-Z.¥,
k, k, X X,

Figura 6. Reaccidn de hidrélisis de ATP por la ATP-sintasa.
Las letras K indican las constantes de velocidad para la reaccién
de hidrélisis efectuada por la F, de mitocondrias de corazén de
bovine (71).

Cuando la velocidad de hidroélisis en muy baja (10 s°') (69),
al agregar un exceso de ATP se saturan los dos sitios cataliticos
restantes (71), y la v, de hidrolisis adquiere un valor de
aproximadamente 10°2 s'!'. Este aumento de cien veces en la velocidad
de hidrélisis implica que la F, presenta una fuerte cooperatividad

positiva entre sus sjitios cataliticos (71).
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V. EL INEIBIDOR NATURAL DE LA ATP-sintasa.

El inhibidor natural de la ATP-sintasa (IF,), es una proteina
dcida y estable al calor (73) que por secuencia pesa 9,578 Da (72).
En 1963 Pullman y Monroy (76) observaron que las mitocondrias de
corazén de res contenian un factor gque inhibia la actividad
hidrolitica de la F,, pero que no afectaba su capacidad de acoplar
el transporte de electrones de la cadena respiratoria a la sintesis
de ATP. Tal aseveracidn estd fundada en el gran incremento de la
actividad hidrolitica gque se obtiene al purificar a la Py,
capacidad que no es concomitante con un incremento en la capacidad
de acoplamiento del transporte de electrones con la sintesis de
ATP. Pullman y Monroy encontraron que durante la purificacién de
la ¥, al calentar, alcalinizar o aumentar la fuerza idnica del
medio, se liberaba un péptido de bajo peso molecular (10.5 KDa), el
cual al ser reconstituido en la enzima, conferia estabilidad al
frio a la Py soluble e inhibia su actividad de hidrélisis. Debido
a ello le dieron el nombre de inhibidor natural 4e la aTPasa. Desde
ese entonces, dichos autores propusieron que el complejo K-
Proteina Inhibidora podia ser la forma funcional natural del sector
catalitico de la ATP-sintasa. Estudios posteriores revelaron que la
proteina inhibidora también regula la sintesis del ATP, asi como
las reacciones parciales del ciclo catalitico. De ahi que se le
denomine como inhibidor bidireccional (75 y 76). Desde su

descubrimiento, la proteina inhibidora se ha aislado préctica-
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mente de todas las fuentes de ATP-sintasa (cf. Pedersen y col.,
1987 (45)). Puede ser marcada con ['C)Fenilisotiocianato (77),
[%¥C) Metil-4-azidobenzimidato (81}, o con I (82), sin perder su
actividad inhibjitoria sobre la F,.

Para reconstituir a la proteina inhibidora en la P, es
necesaria la presencia de Mg~ATP, y aun asi el péptido se disocia
fidcilmente bajo las condiciones antes mencicnadas. En los complejos
obtenidos de levaduras, se encuentran dos tipos de proteinas (9 y
15 Kpa), que confieren gran estabilidad al complejo FP,-proteina
inhibidora reconstituido, aun en ausencia de Mg-ATP.

Esta proteina interacttia con el extremo carboxilo terminal de
una de las tres subunidades B del complejo ¥, (77, 81, 83 y 84),
a la cual se le ha llamado B', para diferenciarla de las otras dos
subunidades 8. S6lamente 1 mol de proteina inhibidora se une por
mol de ¥, (77), o de PP, (78), lo que significa que una de las
subunidades B8 tiene mayor afinidad que las otras dos por este
péptido. Este fendmeno constituye una de las evidencias para
explicar la asimetria intrinseca de la ATP-sintasa. La interaccién
de 1la protein-a inhibidora con la P, también ocurre en E., coli, en
la cual la subunidad € desempena el papel de proteina
inhibidora (8s5).

‘r_cﬁal es la funcioén de la proteina inhibidora durante el ciclo
catalitico de la enzima? Cuando el inhibidor esti presente en la
enzima, la fosforilacidn oxidativa en estado estacionario, que se
lleva a cabo en particulas submitocondriales, tiene una fase de

retardo que no se cobserva en particulas carentes de la proteina
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inhibidora (79). Se ha probado que la existencia de gradientes
electroquimicos en particulas subml_tocondrialas inducen un cambio
en la posicién de la proteina inhibidora en relacién con la ¥y,
teniendo como resultado la recuperacién de la actividad catalitica
de la enzima (80). Aunque no modifica la velocidad de la
fosforilacién 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 hidrélisis del ATP, sino también de
la sintesis. La reaccién de recambio ATP~3Pi se considera una
reaccién parcial de la sintesis del ATP (ya que consiste de todos
los pasos de ésta, incluyendo los pasos en direccién de la
hidrélisis, excepto la liberacién del producto ATP unido a la F,
(Figura 6); la reaccién consiste basicamente en la incorporacién de
32p a una molécula de ATP frio, y el paso limitante de la reaccién
es la liberacidén del ADP). La reaccién de recambio ATP-*2Pi es menos
sensible que la hidrélisis a la accién de la proteina inhibidora.
Se ha propuesto que la proteina inhibidora ejerce su efecto a nivel
de la liberaciodn del producto ADP (7S5).

Ademds de controlar las actividades cataliticas, la proteina
inhibidora puede estar involucrada en la translocacién de protones
a través de la ATP-sintasa. Las particulas submitocon- driles
tratadas con urea plerden al sector ¥,; cuando éste es
reconstituido es posible recuperar la actividad hidrolitica
sensible a 1la oligomicina y bloquear el paso pasivo de los
protones. Si ademads se reconstituye a la proteina inhibidora,

disminuye tanto la actividad de hidrélisis como 1la conductividad
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a los protones.

Se ha observado que otra de las propiedades de la proteina
inhibidora es la de disminuir e! recambio de los nucleétidos unidos
a la 7y con los del medio (81). Utilizando a una ¥, con un bajo
contenido de nuclectidos se observd que bajo la influencia de la
proteina inhibidera hay cinco moles de éstos unidos por mol de P,
uno de los cuales es un nucledtido trifosfatado. La capacidad de
recambjo de los nucledtidos difosfato estd muy disminuida en la P,
con la proteina inhibidora reconstituida. Se ha determinadc también
que durante la hidroélisis del ATP los nuclecotidos permanecen unidos
a la enzima, mientras la unidén de la proteina inhibidora permanezca
estable (86). En contraste, cuando el inhibidor estd ausente hay un
rapido recambio de la mayor parte de 1los nucledtidos,
independientemente de gque exista actividad hidrolitica o no (87).

De 1o anterior se infiere que la inhibicién producida por este
péptido es de tipo competitiva (88). Para que la unién del
inhibidor en la F, produzca un complejo Fy,-proteina inhibidora de
baja actividad hidrolitica, es requisito indispensable 1la
preincubacidn-con Mg-ATP, de tal manera que la P, realiza varios
ciclos cataliticos para unirse a la proteina inhibidora. De ahi se
concluye que afecta a la hidrdélisis multisitio. Los experimentos de
Kalashnikova y col. en 1988 (89) se enfocaron a conocer el papel de
la proteina inhibidora en la hidrélisis unisitio (es decir,
utilizando una concentracién de ATP tan baja que s6lo funcione un
sitio catalitico): utilizan ATP 100 uM y obtienen una inhibicién

del 85% de la actividad hidrolitica, al adicionar a la proteina
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inhibidora. Esta inhibicién se mantenia ain en concentraciones
subestequiométricas de ATP (condiciones unisitie). Kalashnikova y
cal. determinaron que durante la hidrdlisis de ["C]A’I‘P en estado
estacionario la P, une 1.2 moles de ['C]nuclesdtidos de adenina por
mol de enzima; en cambio, cuando se determinaron los nucléotidos
unidos en la F; con el inhibidor reconstituido, se observd que este
complejo era practicamente incapaz de unir nucleodtidos en el sitio
catalitico. Con esos experimentos se concluyé que la F, con su
inhibidor natural es inactiva durante la catdlisis uni- y
multisitio.

Hay estudios que sugieren que el inhibidor natural
reconstituido y el endégeno, no necesariamente interaccionan de
igual: manera con la ¥, (90 y 9%) y, por tanto, pueden tener
diferentes efectos sobre las funciones de la ¥,. Valdés y Dreyfus
(91), observaron que los patrones de inmunoprecipitacién con
anticuerpos policlonales anti-F, de la enzima en psm con inhibidor
reconstituido o con inhibidor enddgeno, son muy diferentes. Esta
diferencia no solamente es estructural, sino que repercute sobre
las actividades cataliticas. Los anticuerpos estimulan la actividad
hidrolitica en psm con inhibideor enddgeno y la disminuyen en
particulas con el inhibidor reconstituido. Para la reaccién de
recambio los resultados son a la inversa. Lo anterior sugiere que
la enzima puede establecer interacciones diferentes con la proteina
inhibidora, y gque esto puede tener consecuencias a nivel
estructural y funcional.

La importancia fisiolégica de la proteina inhibidora en la
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requlacién de la hidrdlisis del ATP se demostrd in _vive en misculo
cardiaco isquémico (92).

Hay que mencionar que la mayor parte de los experimentos que se
refieren a 1la proteina inhibidora de 1la ATP-sintasa se han
efectuado en preparaciones con el inhibidor exégeno reconstituido
en la F, soluble o membranal; de hecho, la unica preparacién de
la F, soluble que contiene a la proteina inhibidora fue reportada
por Adolfsen y col. en 1975 (93). Esta preparacidén tiene el 1 ¢ de
la actividad de hidrdélisis de la P, sin inhibidor (i.e., 1 pmol
min' mg'), y por esa razén se le llama F, latente. La icubacién de
esta preparacién a 60°'C libera la accidén de la proteina inhibidora,
obteniendose una preparacién de ¥y, con una alta actividad de
hidrélisis (i.e. al rededor de 80 umolmin 'mg'). Hasta ahora no se
conoce con seguridad el mecanismo que subyace esta observacién: la
proteina inhibidora puede moverse de su lugar, o puede ser liberada
de su sitio original. La P, latente se parece mds en su actividad
a las enzimas de eubacterias y de cleroplastos, pues estas ultimas
son ATPasas que tienen una baja actividad hidrolitica, y son
estimulables por agentes de diferente naturaleza (85, 94 Y 95).
Emprendiendo nuevos procedimientos experimentales en los cuales
esté presente la proteina inhibidora, podremos obtener mias

informacién acerca de la forma nativa de la ATP-sintasa.
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VI. LA UTILIZACION DE DETERGENTES PARA EL ESTUDIO
DE LA F.F,~ATPasa.

El uso de detergentes para el estudic del complejo F,F,-
ATPasa, no soclamente se ha enfocado a su aislamiento y
purificacién, sino también se ha utilizadeo como una herramienta mas
para comprender su estructura y tratar de obtener mas informacidn
acerca de su regulacién catalitica. Se han llegado a obtener
interesantes resultados estudiando 1las interacciones entre
diferentes detergentes con la enzima. En general, se sabe que
muchas proteinas con cierto grado de hidrofobicidad poseen sitios
de un_ién de alta afinidad que se saturan con concentraciones bajas
de algun detergente. Al aumentar la concentracién la interaccién
del detergente con la proteina se torna cooperativa y desencadena
cambios conformacionales en la enzima. Dichos cambios provocan que
algunos grupos de cardcter hidrofébico 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 Mollinedo (99), que han sugerido que el efecto de los
detergentes sobre la P; puede deberse a posibles cambios en las
interacciones hidrofébicas. Norling (97) mostrd que los detergentes
colate y desoxicolato pueden activar a la F,-ATPasa de 1la

eubacteria terméfila PS3, que tiene la particularidad de no
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alcanzar su actividad maxima sino hasta los 75°'C. Estos detergentes
anidnicos a 30°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 conformacidén en la enzima
que le permite alcanzar estas actividades hidroliticas.
Montero-Lomeli y Dreyfus (94) observaron que el detergente
LDAQ cambia los requerimientos de los cationes de la ATP-sintasa,
de la eubacteria Rhodospirillum rubrum. Mientras la enzima estd en
solucidn se comporta preferentemente como una Ca-ATPasa, pero en
presencia del detergente, expresa su actividad de Mg-ATPasa.
Vazquez-Laslop y Dreyfus (122) estudiaron el efecto del mismo
detergente (LDAO) sobre la actividad de la ATPasa de particulas de
Mg-ATP y Klein, obteniendo un incremento en la actividad dgde
hidrélisis a concentraciones elevadas del detergente (50 mM). Estos
experimentos demuestran que el detergente activa la hidrolisis del
ATP en sistemas que tienen un alto contenido de proteina inhibidora
(psm Mg-ATP) Y en ATPasa solubilizada con Triton X-100 de las
mismas particulas. Vdazquez-Laslop y Dreyfus también observaron que
en estos sistemas membranales (psm) la presencia de colato de sodio
no tiene ningun efecto sobre la actividad de hidroélisis de las

preparaciones mitocondriales.
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VII. OBJETIVO Y JUSTIFICACION:

El objetivo principal de este trabajo es el de aportar nuevos
resultados gque contribuyan al conocimiento de las propledades
estructura-funcién de la ATP-sintasa de mitocondrias de corazén de
bovino. Esta es una enzima conmpleja que, a pesar de haber sido
sometida a un amplio numero de estudios estructurales y funcionales
desde cualquier punto de vista, aun guarda muchos pardmetros por
conocer.

Para poder conocer més acerca de la ATP-sintasa es necesario
el desarrollo de nuevas técnicas de aislamiento y purificacién
capaces de acercarse a las condiciones nativas de la enzima. Los
trabajos anteriormente reportados para esta enzima han permitido
una caracterizacién parcial de sus relaciones estructura-funcién y
se refieren en su inmensa mayoria a: (a) las caracteristicas
cataliticas o estructurales de cada uno de sus componenetes por
separade (F;, F; o FsFy), (k) de su funcién dentro de la cadena de
transporte de electrones tanto fotosintética como respiratoria (c)
a la reconstitucioén 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 F,F, en psm o en
liposomas que no la contienen, o a la reconstitucion del F, en
canales F, en psm o en liposomas. De estos experimentos ese 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 aun mucho mencr nimero de
agquellos dedicados al aislamiento de la enzima integra (complejo
FoF;) . Por otra parte, existe sélo un trabajo que reporta el
aislamiente de un complejo como el aqui descrito (101), y el cual
se refiere a la secuenciacién de las porciones amino terminales de
las subunidades de la enzima. El método de purificacién del
complejo y las caracteristicas del mismo no ha sido publicado aun.

De acuedo con lo anterior, este trabajo estd enfocado a buscar
un nuevo método de aislamiento y purificacién que permita tener un
complejo enzimdtico con las caracteristicas aproximadas con las que
se encuentra en la célula, es decir un complejo
FoFy~I.

Por ello en esta tésis se pretende disefiar una metodologia
para obtener un complejo V mitocondrial de manera unitaria. Es
decir, que contenga al sector hidrofébico ¥, unido por medio de las
subunidades del cuello a la parte hidrofilica P, y que en ésta
ultima, se encuentre funcional la proteina inhibidora. Lo que
require de la preservacioén durante el aislamiento de la enzima, de
las caracteristicas por medio de las cuales en la preparacién
permanescan unidos el complejo P, al sector P,, sin perder sus
propiedades, asi como del mantenimiento de 1las propiedades
adecuadas por medio de las cuales la porcién F, puede contener a la
proteina inhibidora sin perder sus caracteristicas.

Para lograr este cometido, la metodologia 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 modificacidénes tomadas del método de
Tuena de Gémez-Puyou en 1977 (72 y 103), unido al método de Dreyfus
Yy col. publicado en 1984 (204). La primera técnica se refiere al
aislamiento de una Py soluble, que contiene al inhibidor natural,
y la segunda a la purificacién de un complejo Fy¥,, ambas de
mitocondrias de corazén de res.

Una vez obtenido este complejo, se pretende conocer su
funcionamiento catalitico, su composicién polipeptidica y sus
caracteristicas cinéticas en el sentido de la hidrélisis 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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VIII. MATERTIALES Y METODOS.

A) PREPARACIONES BIOLOGICAS.

1. Adslamiento de Mitocondrias de Corazén de Res.

Se parte de corazones de bovino frescos obtenidos del rastro.
Se siguidé el método descrite por Léw y Vallin en 1963 (103). Todo
el procedimiento se realiza a 4°C. La preparacién comienza con la
eliminacién del tejido conjuntive y grasa, para posteriormente
moler el misculo. Por cada 400 g de carne molida se afdaden 1.2 1 de
un amortiguador de Sacarosa 0.25M, EDTA 0.015M y Tris-Cl 0.005 M,
pH 7.4. Utilizando una solucién saturada de Tris se ajusta el pH de
la solucién a 8.0, Yy se homogeneiza en periodos de 5 s durante 1
minuto en una licuadora comercial Waring. Inmediatamente después se
reajusta el pf-l a 8.0 con Tris saturado.

El homogeneizado se centrifuga a 3,000 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
rasuspende en amortiguador de Sacarosa 0.25 M, Tris-Cl 0.005 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 pasgtilla resultante
estd compuesta por dos fracciones: la superior o mitocondrias
ligeras, y la inferior o mitocondrias pesadas, lo cual unicamente
se refiere a qué tan bien selladas estan sus membranas. Con una
solucion de Sacarosa 0.25 M, Tris-Cl 0.005 M, pH 7.4 se ajusta la
concentracién de proteina a aproximadamente 60 mg/ml para 1las
mitocondrias pesadas, mientras que las ligeras se resuspenden en el
volumen que las contiene. La cuantificacién de proteina se llevd a
cabo por el método de biuret (106). Las mitocondrias se almacenan

a -70°C hasta su utilizacién.

2. Praparacién da Particulas Bubmitocondriales de Klein.

Se utilizé 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~-SO,
30 mM, pH 8.0/EDTA 2 mM (pH 8.0 con H,S0,). A continuacién 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 bafo de agua-hielo. El
sonicado se centrifuga durante 20 min a 15,000 rpm a 4*C. Se incuba
el sobrenadante durante 60 min a 30°C, y se vuelve a centrifugar
pero ahora a una velocidad de 30,000 rpm durante 90 min a 25°C. El

sobrenadante resultante de esta centrifugacién se guarda a -70°C,
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pues a partir de &1 se aisla la proteina inhibidora. El precipitado
se resuspende en Sacarosa 250 mM/Tris 5 mM pH 7.4. Se determina la
concentracién de proteina por el método de biuret (109), y se
determina la actividad de hidrolisis por método espectrofotométrico
(109). Se almacenan las particulas en alicuotas de 1 ml en
nitrégeno liquido, hasta su utilizacién.

Si se inicia la preparacién con 2.0 a 2.5 g de mitocondrias se
obtienen aproximadamente 700 mg de particulas submitocondriales. La
actividad de hidrdélisis de las psm-Klein estd en su maxima
expresién, por lo cual su actividad especifica dede ser de al

rededor de 10 pmol min’! mg™'.

3. Preparacidén de Particulas Bubmitocondriales Mg-ATP.

Se utilizé el método descrito por Lee y Ernster en 1967 (107).
Este consisce’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 solucién
de NaOH concentrada. Posteriormente, la suspencién se sonjca en

alicuotas de 20 ml durante 5 periodos de 45 gundos y 15 g

de descanso, en un sonicador Branson 250, procurando no elevar la
temperatura arriba de 10°C, en un bafio 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 volumen inicial con Sacarosa 0.25 M, procedimiento gue se
repite una vez mas. Las psm lavadas se resuspenden en el minimo
volumen posible con Sacarosa 0.25 M, Yy se cuantifica la
concentracién de proteina por el método de biuret (106). Finalmente
se almacenan hasta su utilizacién en nitrdgeno liquido.

Si se inicia la preparacién con 2.0 a 2.5 g de mitocondrias se
obtienen aproximadamente 600 mg de particulas submitocondriales. La
actividad de hidroélisis de las psm Mg-ATP debe ser menor a 1 pmol
min' mg”', hecho que se debe a la presencia de la proteina

inhibidora.

4. Adplemiento del complejo F¥,

Se utilizé el método reportado por Dreyfus y col. (104). Se
parte de 13.5 mg de psm-Klein y se llevan la concentracién a 3
mng/ml con un amortiguador que contiene sacarosa 150 mM/EDTA 2 mM a
pH 7.5 en un volumen de 4.5 ml. Se prepara una solucién del mismo
volumen de LDAO 15 mM. Se agita la solucién por un tiempo de 30 min
para solubilizar a las proteinas membranales, y se centrifuga a 4°C
durante 6C min a 100, 000xg. El sobrenadante se pasa por una columna

cargada <con la resina de afinidad, Sefarosa-hexilamonio,
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previamente equilibrada con un amortiguador que contiene Tris-cl 20
mM pH 7.5/EDTA 2mM/Colato de Sodio 10 mM/ y fosfatidil colina 3
mg/ml (sonicada para dispersar). El flujo de elucién es de 3 ml/1l5
min. Una vez que ha pasado el sobrenadante se procede a lavar con
40 ml del mismo amortiguador. Se eluye con el mismo amortiguador
mids KCl 1M, y se precipita con un volumen de sulfato de amonio
saturado a pH 7.5, se deja incubando peor 30 min a 4°C y se
centrifuga durante 15 min a 10,000 rpm. Finalmente se resuspende en
un amortiguador que contiene Tris-Cl 20 mM pH 7.5/EDTA 2 mM/ Colato
de Sodio 10 mM/Sacarcosa 0.25 M/ y fosfatidil colina 30 mg/ml
.{sonicada para dispersar). Una vez resuspendida la preparacién, se
procede a cuantificar la proteina por el método de Lowry o por el

método del BCA.

5. Aislamiento del complejo F,P,-I.

Se parte de aproximadamente 13.5 mg de psm Mg-ATP, las cuales
se llevan a una concentracién de 3 mg/ml con un amortiguador que
contiene Sacarosa 0.15 M, MES-Tris 0.02 M, pH 6.8, mds ADP 0.1 M.
Para la solubilizacién se agrega a la solucién de psm un volumen
igual de n-Dodecil—-p~D- Maltdsido 3 mg/mg de proteina. La mezcla de
psm y detergente se centrifuga a 40,000 rpm durante 60 min a 4°C.

Del sobrenadante obtenido, se guarda una alicuota para cuantificar
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Amonio, equilibrada previamente con 20 ml de Amortiguador # 1: 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 peristdltica 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
hidrélisis por el método espectrofotométrico de Pullman y col.
(109). Se procede a lavar la columna con 40 ml del Amortiguador #
1 con un flujo dz 3 ml por 10 min. Se eluye con 12.5 ml de
Amortiguador # 1, mads KC1 1 M a un flujo de 2.5 ml por 15 min,
Las fracciones que contienen a la proteina (generalmente 2 y
3, previa verificacién por método de Bradford), se precipitan con
un volumen igual de sulfato de amonic saturado, pH 6.8 y se incuban
a 4°C durante 30 min. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
centrifuga a 15,000 rpm durante 15 min a 4°'C. Se descarta el
sobrenadante y la pastilla se resuspende con 50uxl de Amortiquador
# 2: Sacarosa 0.25 M, MES-Tris 0.02 M, EDTA 0.002 M, Colato de
sodio 0,002 M, ADP 0.0001 M, pH 6.8, mas fosfatidil colina de soya
30 mg/ml (sonicada para dispersar). Se procede a cuantificar la
concentracion 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) (i11).
Nuevamente se determina la actividad hidrolitica de 1la
preparacién por el método espectrofotométrico y de igual modo la

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

Nuevamente se determina 1la actividad hidrolitica de 1la
preparacién por el método espectrofotométrico y de igual modo la
sensibilidad a la oligomicina y al DCCD, tomando en cuenta el

control con Etanol.
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B) PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES.

1. Daterminacisén de la Concentracidn de Proteina.

a) Método de bluret (106).

Egte método se utilizé, con modificaciones para proteinas
membranales para cuantificar la concentracién de proteina de las
suspenciones de mitocondrias y las particulas submitocondriales.

A una fraccion gque contenga de 0.1~2.0 mg de proteina, se le
agregan 0.8 ml de agua, 0.2 ml de desoxicolato de sodio al 2 % y
2.0 ml del reactivo de biuret gue consiste de 1.5 g de Cuso,, 6,0
g de tartrato de sodio y potasio en 500 ml de agua. Se agregan
despues 300 ml de NaOH al 10 %, y se afora a un litro. Toda la
solucidn se prepara con agua destilada y hervida para evitar la
presencia de CO0,. Se agita y se incuba 15 minutos, y se lee a 540
nm contra un tubo blanco sin proteina. Para la curva estandar se
utiliza albumina de suero de bovino 100 mg/ml; 1 mg de albimina en

el ensayo produce una absorbancia de 0.085.
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b) Método de Bradford o del Azul de Coomassie (208).

Se utilizé para cuantificar las proteinas del material soluble
Yy es vdlido hasta para 10 ug proteina en la muestra. La solucién
colorante se prepara agregando 100 mg de Azul de Coomassie a 50 ml
de Etanol al 95 %, se mezcla con 100 ml de Acido Fosférico al 85 §
v/v y se afora a 1 1 con agua destilada. Se filtra y se conserva en
un frasco dmbar a temperatura ambiente.

Dos minutos después de agregar dos mililitros de la solucién
a la muestra de proteina, se lee a 595 nm, contra un tubo blanco
carente de proteina. Para la curva estindar se utiliza albumina de
suero de bovino 1 mg/ml. Para las muestras que contienen
detergentes, se agrega la concentracién correspondiente en los

tubos de la curva estandar para evitar las posibles interferencias.

c) Método de Lowry modifjcado para proteinas membranales (110).

Para poder 1llevar a efecto 1la cuantificacién de 1la
concentracidn de proteina por medio de este método se debe contar
con las siguientes soluciones:

Bolucién ‘‘A'r: Na,Co; al 2 %, NaOH al 0.4 §%, tartrato de Na, al
0.16 ¥ y SDS al 1 %.g9gh

Bolucién 'B'!': CuSO,-SH,0 al 4 %.
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8olucidn ‘'Ctt: 100 voliumenes de solucidén A/1 volumen de
solucion B.
Bolucidén **D**: 1 volumen de reactivo de Folin-Ciocalteau/1 volumen

de H,0.

lLas soluciones C y D deben utilizarse recién preparadas. El
volumen de una fraccién que contenga entre 1 y 100 pg de proteina
se completa a un mililitro con agua, y se le afaden 3 ml de
solucidn ‘*C'?, se agita e incuba a temperatura ambiente durante 10
min. Una vez tramscurrido ese tiempo, se agregan 0.3 ml de solucidn
‘'D'', Luego de 45 min a temperatura ambiente, o 30 minutos a 30°C,
se lee a 560 nm contra un tubo blanco sin proteina. La curva
estandar se realiza con albumina de suero de bovino a 1 ng/ml. En

el ensayo 10 ug de proteina, absorben 0.045.
d) Método del Acido Bicinconinico (BCA) (111).

Paralelamente al método de Lowry, se utilizé el matodo del
dcido 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
enzimiticas de la ATPasa, de la Piruvato Cinasa (PR) y de la
Deshidrogenasa Lactica (DL) (Figura 7).

Se determina la velecidad de desaparicion del NADH, sabiendo
que el coeficiente de extincién molar para el NADH a 340 nm es:

e= 6.22 mM! em'.

ATPass ~ NADH
ATP ~+ ADP + Pi -+ ATP + Piruvato -~ Lactate + NAD'

PEP oL

Figura 7. Reaccién acoplada de la hidrélisis del ATP y de
desaparicién del NADH.

La muestra de ATPasa se agrega en 2 ml de un medio de
reaccién, cuya absorbancia se ha ajustado previamente a 1.0 y que
contiene 2 ml de Sacarosa 0.05 M, ATP 0.003M, Tris 0.05 M pH 8.0,
Kcl 0.03 M, MgCl, 0.003 M, fosfoenolpiruvato 0.0015 M, 5.5 U de
Piruvato Cinasa, 30 U de Deshidrogenasa lLActica y 0,027 mM de NADH.
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La muestra de ATPasa se agrega en 2 ml de un medio de
reaccién, cuya absorbancia se ha ajustado previamente a 1.0 y gque
contiene 2 ml de Sacarosa 0.05 M, ATP 0.003M, Tris 0.05 M pH 8.0,
KCl 0.03 M, MgCl, 0.003 M, fosfoenolpiruvato 0.0015 M, 5.5 U de

Piruvato Cinasa, 30 U de Deshidrogenasa Lictica y 0.027 mM de NADH.

La actividad de hidrolisis se calcula mediante la férmula:

Actividaa = D.O. X 2 ml/6.22 x min x proteina (mg)
{pmol/minsag)

b) Método de Fiske y SubbaRow (113)

Una muestra de proteina (30 ug de particulas
submitocondriales, 1 ug de F, o de 5 a 30 pug de los complejos FyF,
O F,F~I) se lleva a un volumen de 0.1 ml con Sacarosa 0.25 M, Tris-
Cl 0.005M, pPH 7.4. Se ahaden 0.25 ml de un medio de reaccidén que
contiene: Tris-so, 0.1 M, pH 7.8, ATP 3 mM, MgCl, 5 mM,
fosfoenolpiruvato 4 mM (concentraciones finales) y 3.65 gl de
piruvato cinasa/ml. Se incuba a 30°C (5 a 10 min para las
particulas submitocondriales, y 10 a 15 min para los complejos FF,

o FF,-I), y se detiene por la adicién de 0.1 ml de 4cido
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tricloroacético (TCA) al 30% dejando 1los tubos en hielo.
Paralelamente, se agrega 0.1 ml de 1la enzima en sacarosa
directamente en 0.1 ml de TCA, antes de afadir el medio de reaccioén
(blancos con TCA). Se centrifuga durante 5§ min en una centrifuga
clinjca, y del sobrenadante se toman 0.2 ml gue se agregan a 0.8 ml
de agua. A esta mezcla se afladen 0.25 ml de una solucidén de
molibdato (a 800 ml de agua destilada se agregan lentamente, en
frio, 111 ml de H,SO, 36 N y posteriormente, 50 g de molibdato de
amonio). El voluimen se completa a 1 1 con agua) y 0.25 ml de una
solucion de Elon (Kodak) (10 g de Sulfato de Elon y 30 g de
metabisulfito de sodioc se aforan a 1 1 con agua). Luego de 10 min
de incubaciéon 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 estandar se hace a partir de una solucién de
2.5 mM de HyPO,. 250 nanomolas de H,P0,, producen una absorbancia de
0.34 a 660 nm. Para calcular la actividad de hidrélisis se aplica

la siguiente fdrmula:

Actividad de hidrélisis (umoi/min/mg)= (D.0, muestra - D.0. blanco con TCA) x ([vol de reaccién (0.45 ml)/vol
sobrenadante (0.2 ml}) x (250 rmolas P /7 0.0. 660 rm (0.34)]1 x {1/ tiempo (min)) x [V/protefna (mg)]
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D) ESTIMULACION DE LA HIDROLISIS DE ATP.

Es posible liberar a la enzima de la accién de la proteina
inhibidora (19 y 93) incubandos a la preparacisén en un medio en
presencia de ATP, en ausencia de magnesio y a una temperatura de
60°C. El resultado de este proceso es una estimulacién de la
actividad de hidrélisis, y representa un criterio gque indica que la
baja actividad hidrolitica de 1la F,-latente se debe a su
interaccidén con la proteina inhibidora. E1 medio de activacién
contiene: Tris-acetato 0.05 M, ATP 0.01 M, EDTA 1.3 nM y sacarosa
0.25 M. Una vez que el medio de reacciodn esta a 60°C, se agregan
0.02mg/ml del complejo FyF,=-I (concentracién final). Se toman
alicuotas de 0.24 ml a diferentes tiempos y se colocan en tubos que
contienen 0.01 ml de MgCl, 0.125 M (concentracidén final 5mM). La
reaccion de hidrélisis que se inicia asi se incuba a 30°C por 10.6
15 min, y se detiene por la adicién da 0.1 ml de A4cido
triclorocacético al 30 3. Para cada tiempo de incubacisén en el medio
de activacidn se toma una alicuota que se anade directamente a 0.1
ml de 4Acido tricloroacético. Se cuantifica la actividad de
hidroélisis por medio del método de Fiske-SubbaRow para conocer la

cantidad de Pi liberado por la reaccion.
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E) ELECTROFOREBI8 EN GEL DE ACRILAMIDA~S8DS8 (Von Jagow) (114).

Este método se utilizé para conocer la composicién
polipeptidica de las subunidades que componen al complejo de la
ATP-sintasa, tanto del complejo F,F, como del F,F,-I. Las soluciones
utilizadas son:

Amortiguador del catodo: Tris 0.1 M/ Tricina 0.1 M/ SDS 0.1 %.
Amortiguador del anodos: Tris~HCl 0.2 M pH 8.9.

Amortiguador para el Gel: Tris 3 M/HCl 1 M/ SDS 0.3 %.
Acrilamida:Bisacrilamida 30:0.9238 p/p.

Overlay: Tris 1 M/HCl 0.33 %/SDS 0.1 %.

Mezcla Digestora: $DS 5 %/Glicerol 15 % / Tris 0.05M/

2-mercaptoetanol 2 % pH 6.8 (HCl)/Azul de bromo fenol 0.03 %.

Para un gel de 0.5 mm de grosor de 16 x 16 cm se utilizan las

sigulentes cantidades:

Separador. Concentrador
Concentracién final de Acrilamida (16 %) 4 %
Acrilamida:Bisacrilamida 16 ml 1.6 ml
Amortiguador Gel 10 ml 3.0 ml
Glicerol (79.5 %)/H,0 4 ml —
Persulfato de Amonio (10 %) 100 pl 100,.0 pl
TEMED 10 ul 10.0 ul
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Se ponen aproximadamente entre 5 y 10 ug de proteina en 10 pl
de mezcla digestora. Se corre entre 80 y 100 V durante 14-16 hr. Se
fija en: Metanol 50 %/Ac. Acético 10 % durante 1 hr. Se tiiie en:
Ac. Acético 10 $/Azul de Coomassie G 250 0.1 % durante 10 min en un
horno de microondas. Se destifie con Ac. Acético al 10 §.

Como marcadores de peso molecular, se utilizan fosforilaza b,
albumina de suero de bovino, ovoalbumina, anhidrasa carboénica,

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

¥) TINCION POR PLATA (116).

Esta técnica se utilizé para evitar las posibles
interferencias de algunas substancias con la tincién por azul de
Coomassie, y asi como para evidenciar la posibilidad de 1la
existencia de bandas proteicas dentro de la preparacién que no
pueden ser facilmente evidenciadas por la tincién con azul de
Coomassie. El1 método consiste en una tincién proteica por nitrato
de plata, sustancia mucho mds afin que el reactivo convencional
azul de Coomassie.

Una vez efectuado el método de tincion por el azul de
Coomassie, se incuba al gel durante 30 min en una solucién de

glutaraldehido al 10 § (diluyendo la solucién 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:

Bolucldn A: Disolver 0.8 g de nitrato de plata en 4 ml de agua
destilada.

8oluecién B: Mezclar 21 ml de Hidrdxido de Sodio 0.36 $ y 1.4 ml de
Hidréxido de Amonio (de la solucién comercial al 29.7 %)
8oluciodn C: Gota a gota colocar la solucién A en la solucidén B con
agitacidén constante y llevar la solucién resultante a 100 ml con
agua destilada.

8olucidén D o Revelador: Mezclar 5 ml de dcido citrico al 1 % ceon
0.25 ml de Formaldehido (de la solucién comercial al 38 %) y llevar
a 500 ml con agua: solucién fresca.

Tefiir el gel en la solucioén € por 15 min en agitacidén
constante en un contenedor Pyrex. Posteriormente cambiarle a un
contenedor plastico, y lavar dos wveces por 5 min con agua
destilada. Se revela el gel con la solucién D en un contenedor
Pyrex limpio. Las bandas aparecen en menos de 5 min. La reaccion se
detiene agregéndu Metanol al 50 %. Después de este tratamiento, se

debe guardar el gel en la obscuridad.
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Para localizar al péptido inhibidor en 1la preparacién, se
utiliza una técnica de immunotransferencia con anticuerpos
especificos. En una solucién de adyuvante de FREUD, se inoculd al
conejo con 500 ug de protefna 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 fraccidn, se
precipitan las gammaglobulinas especificas.

Para la inmunorréplica se necesitan preparar las sigquientes

soluciones:

Aot tiguador de s Tiss
transferencia: (Tris Buffer Saline) (Tween-Tris Buffer Saline)
25 M Tris 20 oM Tris-Cl ph 7.5 20 W Tris-Cl pH 7.5
192 mi Glicina 0.5 M HaCl 0.5 M uaCl

20 X Netanol 0.05 X Tween-20

(3 litros) (500 ml) (500ml)

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 especificeo,
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 gque 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

60



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
nitrocelulosa al tamafio deseado, y se moja en el amortiguador de
transferencia. A continuacién 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 camara de transferencia, que previamente ha
sido llenada con amortiguador de transferencia. El emparedado se
debe colocar en la camara de transferencia de tal manera que el
papel esté colocado hacia el catodo.

Se transfiere durante 4.5 hrs a 0.25 Ampéres, a una
temperatura de 8°C y con agitacién constante. Una vez efectuada la
transferencia, para verificar la efectividad de la misma se tifen
las tiras de papel durante 15 min con Ponceau S al 0.5 % en dcido
acético al 7.5 $ en agitacidén constante, lo cual permite evidenciar
la presencia de la proteina transferida sin afectar la deteccion
especifica por los anticuerpos. Se blogquea 1 hr en gelatina al 3
% en agua con agitacion constante. Se incuban las tiras en 15 ml de
TTBS md&s 40 pl de suero normal de cabra, durante toda la noche. A
la mafiana 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-F,, en una solucidén de gelatina al 1 % en
TTBS a una dilusion que dependerd del titulo del anticuerpo (esta
solucion es reutilizable). Se lava 3 veces con TTBS y se procede a
utilizar los reactivos en el orden descrito por el kit de

Vectastain que revela a los anticuerpos por medio de peroxidasa.
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IX. RESULTADOS.

Los resultados del proyecto, se pueden enmarcar dentro de tres
grupos principalmente: (a) la primera parte se enfoca a la
preparacién del complejo FyF,-Inhibidor Endégemo: (b) de cémo se
llegaron a determinar las condiciones d¢ptimas para obtener una
preparacion con las propiedades buscadas. Esta segunda parte se
raefiere a las pruebas realizadas para comprobar que las
caracteristicas que se pretenden obtener en esta prepapacion se
encuentren presentes. Finalmente (c) la determinacién de algunas

propiedades cinéticas del complejo F,F,~Proteina inhibidora.

1. Preparacidén del Complejoc P P,~I.

Como ya se mencioné para llegar al método gue aqul se reporta,
se tomaron algunas de las caracteristicas de dos métodos
principalmente por medio de las cuales se mantienen las propiedades
que se desean tener en la nueva preparacion. Dichos métodos son los
reportados para aislar a una F,~Proteina Inhibidora, de Gémez-Puyou
y col. en 1986 (72) y el de Dreyfus y col. en 1984 (104) para

‘purificar un compleje F,F,. Ambos métodos se realizan a partir de
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mitocondrias de corazdén de boviﬁo. En seguida se discute la forma

de preparar cada uno de el 08 junc‘o'jc'on"?algunas de sus

caracteristicas.

2. La Preparacidn del Complejo F,-Proteina Inhibidora.

En el afio de 1975 el grupo de Moudrianakis (93) propuso un
método mediante el cual se puede obtener una P, soluble que
contiene a la proteina inhibidora funcional. Este método fue
modificado por Gémez-Puyou y col. en 1986 (72}, tomando como base
la técnica para aislar a la F, propuesta por Tuena y col. en 13877
{103) . Las caracteristicas que tiene la preparacién se muestran en
la Tabla 4. Como se menciond en la seccidn anterior, se tomaron de
esta preparacién las caracteristicas que creemos son necesarias
para 1la conservacién de la proteina inhibidora durante 1la

purificacién, hecho que se discutird mds adelante.

Tabla 4.
Algunas de las Caracteristicas del Complejo F,-I

Estable al frio.

Insensible a la Oligomicina y al DCCD.

Actividad Hidrolitica de 1 upmol min'' mg-'.

Activable por Temperatura y por Sales (KCl o Sulfato de NH.) a
Vel‘ocidades semejantes a las de una F, soluble (85 pmol min"!
ng 'ty .
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El método se puede resumir en el siguiente diagrama de flujo:

600mg pam MG-ATP en 50ml
MES8~Tris 20mM pH 6.8/
8ac 0.25M/KCl 0.2X.
13

45min-160,000xg-4°C.
] ===~ gobrenadante
Pastilla + 50ml SBac 0.25M
L3
Sonicar
i
iml MES-Tris 0.54 pE 6.8.
+
45'-160,000 g-4°C.
¢
Sobrenadante +
ADP 0.1mM.
4
Sefarosa-HA squilibrada con medio de ADP:
8ac 0.25M/Mes-Tris 20mM/ADP 0.01M PH 6.8.
4
KCl 1M.
4
313mg de Sulfato de Amonio/ml.
4

15,000rpm=-15*=4°C.
Bac 0.25M/MBEBS-Tris 20mM/ADP 0.1mM PH 6.8.

Figura 8. Método para aislamiento del complejo F,~Proteina
Inhibidora de Gémez-Puyou y col. 1986, tomado de Adolfsen y col.
(1975) con modificaciones tomadas del método para aislar F, soluble
de Tuena de G.-P. Yy col. (1977).
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3. La Preparacién del Complejo F.F,.

En el ano de 1984 Dreyfus y colaboradores (104), describieron
un método por medio del cual se puede aislar un complejo F Py cuyas
caracteristicas se muestran en la Tabla 5. De esta se tomaron las
caracteristicas que permiten gue el sector F, permanezca unido al

sector F,.

Tabla 5.
Algunas de las Caracteristicas del Complejo F.F,

Estable al frio.

Sensible a la Oligomicina y al DCCD.
Realiza recambio de ATP—?Pi.

Actividad Hidrolitica de 4 pmol min™' mg™'.
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El método se puede resumir en el siguiente diagrama de flujo:

13.5 mg psm Klein.
4

4 3 mg/ml con Sac 150mM/
EDTA 2mM pH 7.5 en 4.5ml.
4

4.5m1 LDAO 15mM (1.5mg/ml).
4
60'~45K,
4
Befarosa-HA equilibrada con:
Tris-cl 20mM pHE7.5/EDTA 2mM/
Colato de Na lomM/ Fosfatidil-
Colina 3mg/ml.
i
KC1 1H.
)
BAS S50%.
. )
20*-10K.
:
Ragsuspender a 1mg/ml con:
Tris-Cl 20mM pH 7.5/EDTA 2mM/

Colato de Ka 10mM/8Bac 0.25M/
rosfatidil Colina 30mg/ml.

Figura 9. Método para aislamiento del complejo Fy¥, de Dreyfus,
Celis y Ramirez (1984).
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4. Cémo se Desarrolld la Metodologia para el

Aislamiento del complejo PP, ~I.

Las caracteristicas que se tomaron de cada método se basan en
las propiedades que le dan a la preparacién a la cual pertenecen.
Se tomé del método para la preparacién de la Py-I, 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-
Fy;. Otro factor tomado de este método es el pH, que es muy
importante durante la purificacién de P;-I, pues en presencia de
sales o de temperatura, se obtiene la mayor estimulacién de la
hidrélisis de ATP. Ello se debe a la interaccion dlcali-labil que
ocurre entre la proteina inhibidora y el sector F,. Por otra parte,
la combinacién de los dos amortiguadores a dicho pH, MES y Tris, es
favorable. De este método se tomé también la presencia de ADP, que
es capaz de conservar a la proteina inhibidora unida al sector F,

A partir de la técnica de aislamiento del complejo PP, se
tomaron las siguientes caracteristicas: (a) la concentracién
inicial de particulas utilizada (13.5 mg/ml), que permite un
rendimiento del complejo aislado elevade; (b) la forma de
solubjilizar a la enzima, es decir en un bafio de hielo y en
agitacién 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 unién del complejo.
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Usando el método de Tuena y col. para aislar a la F, soluble
de mitocondrias de corazén de bovino (103) y para aislar al
complejo F,-I (72) se adoptdé para este trabajo la columna
cromatografica cargada con una resina de afinidad, la Amonichexil-
Sefarosa. Esta columna se utiliza en ambas técnicas, y es de vital
importancia ya que separa selectivamente al complejo F#~1 de otras
posibles proteinas contenidas en el sobrenadante del solubilizado.

Segun el método para solubilizar al complejo FyF, de Dreyfus
Y col. (104}, el deterdente empleado para la solubilizacién de la
enzima es el Laurildimetilamino 6xido. Los primeros experimentos se
realizaron con este mismo detergente, pero las concentraciones
finales que se obtenian del complejo F(F,-I eran extremadamente
bajas (2% de la ATP-sintasa total), por lo cual nos enfocamos a
buscar un nueve detergente gque permitiera obtener una mayor
cantidad de enzima. Tomando en consideracién el repoérte de Walker
y col. (101), donde se aisla a un complejo como el reportado en
este trabajo, se encontré que el n-dodecil B-D-maltésido (lauril
maltésido), redne las caracteristicas apropiadas. Ambos detergentes
tienen una cadena hidrocarbonada de 12 atomos de carbono, solo que
uno .de ellos posee en la regién polar un alcano sustitujido
(metilamino), y el otro un derivade de una azdcar (grupo
maltésido} .

Se realizaron las pruebas de solubilizacién con
concentraciones crecientes de detergente (Figura 10) y se
cuantificd 1la actividad hidrolitica de cada uno de los

sobrenadantes resultantes. Como se puede observar en la Figura 12
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a una concentracién de 3 mg de detergente por mg de” 'pr'oteina,y. se

obtiene la mayor actividad de hidroélisis. -

100

Pastilla

751 -\-\

( N -

Concentracién de Proteina (%)

Sotrenadante
ey e 3 e - th
251 - —
(=)
fos:! T
0 2 4 5 8 10
Caoncentracion de Lauril Maltésido
(mg/ing de proteina)

Figura 10, Curva de solubilizacion con el detergente
n-podecil B-D-Maltdsido en particulas submitocondriales Mg-ATP.
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Hidrélisis {nmol/min/mg)

Conceniracidn de Detergente
(mg/mg de protelna)

Figura 11: Determinacién de 1la Actividad Hidrolitica en los
sobrenadantes vy pastillas resultantes de 1a solubilizacién con el
detergente n-podecil A-D~Maltésido an psm Mg-ATP.
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De manera simulténea se llevé a cabo la estimulacién de la
hidrélisis de ATP por preincubacién con temperatura (60°C), tanto
del sobrenadante como de la pas\:illé resultantes de 1la
solubilizacién con lauril maltésido. Se encontrd que existia el
comportamiento esperado en ambas fracciones, es decir se estimulé
la velocidad de hidrolisis de ATP en la pastilla (Figura 12) por lo
cual se procedi¢ a realizar una resolubilizacion de ésta a la nisma
concentracion del detergente. Como se puede obgservar en la Figura
13 después de la resolubilizacién, no gueda actividad de hidrolisis
en la pastilla, de lo cual se concluye gue la mayoria de las
ATPasas o cuando menos las enzimas funcionales se encuentran en el

sobrenadante después de la resolubilizacidn.

\Sobr enadante

Hidrolisls {pal/min/mg)

Pastila

i
o 10 20 30 40 50 60

Tiemao {min,
{

Figura 12. Estimulacién de la hidrélisis de ATP por
temperatura (60°) en sobrenadante y pastilla resultantes de la
solubilizacion de psm Mg-ATP con n-Dodecil 8-D-Maltdsido 3mg de
detergente/mg de proteina.
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% ~ \Sobrenadante
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Pastilla
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% %%

Tiempo de preincubacién (min)

Pigura 13. Estimulacion de 1a hidrélisis de ATP por
temperatura (60°C) en sobrenadante y pastilla resultantes de la
esolubilizacién con 3mg de n-bodecil 8-D-Maltésido/mg de proteina.
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En la Figura 14 se muestra la fraccién de preoteina gque se
obtiene después de efectuar la solubilizacidn y resolubilizacién.
Se logra solubilizar alrededor del 20 % del total de pfoteina de

las particulas submitocondriales.

1007
8011
‘ < pastilla
T 6071
g = P/pastllla
g :
& a1
sobrenadante
2011
0 T 1

solubilizacién

Figura 14. Porcentaje de proteina obtenido en la pastilla y
sobrenadante de la solubilizacién (2) y resolubilizacioén (3) con 3
mg de n-Dodecil B-D-Maltdsido/mg de proteina.
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El método propuesto se puede resumir en el siguiente diagrama
de flujo:

13.5 mg psm Mg-ATP

&

3mg/ml con:

Sac 1S50mM/MES-Tris 2o0mM
PH 6.8/ADP 1nH.
3
Un veliumen de B~D-~Lauril Maltésido (6 ng/ml).
4
G0'=40K~4"C.
Resolubilizacién +
Sefarcaa-HA squilibrada con:
Mes-Tris 20mM pH 6.8/EDTA 2mM/
Colato de Na 10 mM/ADP SmM/
Ponfatidil colina 3mg/ml.

i

KC1 1M.

BAS 50 %

15'~15K.
i

Resuspendexr ocon!

8ac 0,25M/Mes~Tris 20mM pH 6.8/EDTA 2mM/Colate 26 Na
2mM/ADP 20uM/Fosfatidil Colina 3I0mg/ml.

Figura 15. Método para la obtencion del complejo F(F,-Proteina
Inhibidora.

Una comparacién simplificada de 1os tres métodos se muestra en
la Figura 16.
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Método pora Fy-1 Kétoda para Fofy de Este
Adolfsen et al 1975 Dreyfus/Cel is/Ramirez trabajo
con modificaciones tomadas 1964
de Tuena de 6.-P. et al 1977
600mg pon Mg-ATP en 50 sl 13.50¢g pom Klcin 13.5eg pooy
de Kes-Tris 20mM D 6.8/ 1 Hg-ATP
Sac 0.25M/xCl D.2¢. Zmg/mt_con Sac 150eM/ 1
EDTA 2=M piH 7.5 3cg/mk con Soc
en 4.5 el 250 iwes-Tris
' ' 20kt pHG. B/ADD
TaM.
45°- 160,0009- &4°C.
:
1 -=— sobrenadonte
&.5al LDAOD Y5eM un Voldsen de LN
Pastilia + S0al Sac 0.25M €1.5mg/al)y (6 mg/el)y
1 i
1] 60% &5k 60t -40%-47C
Sanjcar ] 1
Sefarcso-HA Sefarosn-HA
1 con:Tris-Cl 20a# pit 7.5 equit fbrodas
EDTA 2m/Colato do Mo Nes-Tris 20mM
al Mes-Tris 0.5% pit 6.8 10o#/Fosfatidil tolina pit 6.8/EDTA
3ma/ml 2#1/Colnto
10aM/ADP
45'- 150,0009- 4°C : Saetf
Fosfatidil
1 Colina 3ag/at
Schrenadante i
+ AP 0.1 xct 1 Kkt m
SAS 50% SAS 50%
200~ 10K 150~ 15k
1 i
Resuspender a 1 mg/al Resuspender
con Tris-Cl
20aM pit 7.5/ can:
$ EDTA 2wi/Colato de Ma Sac 0.250
10uit/Socarosa 0.2S0/ Mes-Tris
Fosfatidil
Colina 20mN/EDTA 25
30 mg/al Colato 2wt/
ADP 10uMs
oH 6.8
Seghoroaa-NA oquil fbrade con Modio Fosfatidil
de ADP: Soc 0.25W/Mes-Tris 20my : Cotina
300g/81ADP
0.0tk prt 6.8
!
DIALISIS
313 mg Sulfato de Amonio/al Protefna
15-15°-4"C
Sac 0.250/Mes-Tris 20ut/ADP O.1aM pi 6.8

Figura 16. Comparacion simplificada de las metodologias
reportadas para el aislamiento de los complejos F¢F; y F,=I, asi
como el método de aislamiento del complejo F,F,~I.
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A. CARACTERISTICAS8 DEL COMPLEJO P F,-I.

Una vez establecida la metodologia por medio de la cual se
obtiene al complejo FyP,=I se procedidé a realizar algunas pruebas
que permiten caracterizar parcialmente tanto el comportamiento
catalitico de la enzima, comoe su composicion polipeptidica y sus

caracteristicas cineticas.

i. CARACTERISTICAB FUNCIONALES.

La primera.prueba a la que se sometid el complejo aislado, fue
la de la determinacién de su actividad hidrolitica del ATP. Para
ello se midié la desaparicion colorimétrica del NADH acoplada a la
hidrolisis del ATP (ver Materiales y Métodos). Se cuantifico esta
actividad calculando la pendiente obtenida de la grafica de
desaparicion del NADH en funcion del tiempo, y se observé que la
actividad hidrolitica espectrofotométrica para el complejo es de
alrededor de 1.2 pmol Pi min''mg’'. Posteriormente se verificd este
valor utilizando el método de Fiske-SubbaRow (113}, y el resultado
fue el mismo (1.2 pmol Pi min'mg’).

Como se menciond en la introduccioén, la oligomicina es un
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antibidético que interacciona de manera aun ne conocida con alguna
subunidad del cuello de la enzima blogueando el paso de protones a
través de la enzima. Agregando una concentracién de antibidético de
$ ug/mg enzima, se determind la sensibilidad del complejo a la
oligomicina cuando éste estaba hidrolizando ATP. Durante un curso
temporal de hidrdélisis 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 antibiético (Figura 17). Es
importante hacer aqui un paréntesis y mostrar cémo se calcula la
sensibilidad a la oligomicina:

La Oligomicina est#d disuelta en etanol, a una concentracién de
5 ug/pl. De ahi que los cialculos para conocer su efecto inhibitorio
sobre la preparacién no se efectuan con los datos obtenidos de la
actividad testigo, sino de la actividad de 1a preparacidén en
presencia de un volumen de alcohol igual al agregado de la solucion
de oligomicina/etanol, pues =se desca cuantificar dJnica y
exclusivamente el efecto del antibiético y no el del etanol.

Se encontrd gue al menos a estas concentraciones el alcohol no
tiene ningun efecto sobre 1a hidrslisis. Se determiné la actividad
en presencia del etanol absoluto y se le asigné un valor de 100 %;
a partir de esta relacioén se calculd 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 inhibicién de la actividad de

hidrélisis de ATP por la oligomicina entre 85 y 95 % (Figura 17).
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Hidrdlisis (umolimg)
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151 . /-
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101 /-
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-
e
=
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a—— el A -~
4 8 12 16

Tiempao (min)
Figura 17. curso temporal de hidrélisis de ATP por el complejo

F F\-I (m), en presencia de DCCD (200ug) (o) y Oligomicina/Etanol
(%uq/mg de proteina) (a).

Se determiné el efecto del reactivo DCCD sobre la hidrélisis
dael ATP, gue cono se explice anteriormente, se une covalentemente
a un residuo de &cide aspirtico en la subunidad o del canal Fg. A
1a concentracién utilizada (200 ug), se obgservé una inhibicién de

1a actividad de hidrélisis entre un B0 y un 90 % (Flgura 17},
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1. Estimulacidén de la Hidrdélisis a 60°C

Otro parametro estudiado fue la estimulacién de la actividad
de hidrélisig a 60°C, que como se menciond anteriormente es una
caracteris“éica que presenta la preparacién de F-I. Ello se llevd
a cabo mediante la cuantificacién de la hidrolisis de ATP,
utilizando el método de Fiske~SubbaRow para conocer la cantidad de
Pi liberado por la reaccién. Luego de someter a la enzima a una
preincubacién a la temperatura mencionada durante un curso
temporal, se midié la actividad d&e hidroélisis en las mismas
condiciones que se cuantificé la actividad basal de la preparacioén,
es decir en presencia de sistema regenerador de ATP, y a 30°C (ver
Materiales y Métodos). Despues del tratamiento con temperatura, la
actividad hidrolitica se incrementa conforme aumenta el tiempo de
preincubacién del complejo. La estimulacién obtenida por el efecto
de la preincubacidén a 60°C es entre 8 y 9 veces mayor ¢ue la
actividad basal del complejo a una temperatura de 30°C (Figura
18).

Para verificar gue 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 purificacidn. En la
Tabla 6 se muestran las caracteristicas funcionales de cada unc de

los complejos intermedios de la purificacidn.
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Hidrdlisis (umol/mg)
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Tiempo de preincubacién (min)

Figura 18. Estimulacidn de la hidrélisis de ATP dael complejo
F,F-1 por temperatura (60°C), pH 6.8.
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Tabla 6. PSM Sobrenadante 1%pastilla F F,-T

Actividad 0.6 0.1 0.2 1.2

prol/min/mg

oligimict - - -

“r:l-hm:) 80-90% 70-80% 80% 85-95%
80-90% 70-80% 80% 80-90%

Cirhibicidn)

$u|luhc£6n por

empAraturs

yeoumin/eg 3 0.5 0.3 10

Tabla 6. Caracteristicas de actividad y sensibilidad

inhibidores de la ATP-sintasa mitocondrial.

2. Bfecto de la Fuarza Idnica sobre la Hidrdlisis de ATP.

El incremento de la fuerza ionica modifica l1la interaccion
entre la proteina inhibidora y la F,. Se realizé 1la determinacién
del efecto del aumento de la fuerza idénica sobre la hidroélisis de
ATP por el complejo FF,~-I. El experimento se realizé preincubando
a la preparacién durante 5 minutos en presencia de concentraciones

crecientes de KCl, y pesteriormente se cuantifico el efecto de este
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incremento sobre la reaccién de hidrélisis por medio del método de

Fiske para r la cantidad de Pi 1liberade por 1la

reacclén. El resultado de este procedimiento copduje a  una
estimulacién de la hidrélisis de ATP hasta en 5 veces la velocidad

de este proceso en ausencia de KCl1 (Figura 19}.

/"—-_—"-

o

@

Hidrdlisis (umolminmg}
i

Y
s
L

0 v Y g v
0 10 20 30 40 50 6

Concentracién de KC! (mM)

Figura 19. Efecto del aumento de la fuerza iénica sobre la
reaccidn de hidrélisis de ATP por la preincubacion del complejo
FoPy~I en concentraciones crecientes de KCl
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3. Bfecto del pH en la hidrdlisis de ATPE.

Segun el reporte que se tiene para el efecto del pH en la
hidrolisis de ATP por la preparacidén de F,-I, se sabe gue 1la
interaccién de la proteina inhibidora con la F, se ve afectada por
pH alcalinos, lo cual se ve reflejado en un aumento de la actividad
hidrolitica. De acuerdo a ello se procedid a determinar el efecto
del pH sobre la actividad de hidrolisis de ATP por el complejo FyF,-
proteina inhibidora. Se verificé de acuerdo con 1los reportes
previos para el complejo F,—I (que sugieren que las interacciones
entre la proteina inhibidora con el carboxilo terminal de 1la
subunidad B' son alcali-ldbiles), gue el complejo FyF,-I tiene el
mismo ccmportamiento (Figura 20). Aungue después de un pH de 9.0
(éptimo para la actividad de hidrélisisa 30°C), 1la actividad
decrece rapidamente.

Se ha reportado que el complejo F,~I tiene un pH d4ptimo para
realizar la hidrélisis de ATP a 30°C, pero que no corresponde al pH
dptimo para la estimulacién cuando se preincuba con temperatura
(60°C) (92). Se realizaron experimentos de estimulacién de 1la
actividad de hidrélisis por preincubacién a 60°C y diferentes pH.
Se encontré que la estimulacion de la actividad de hidr6lisis de
ATP a 60°C por el complejo FyF,~proteina inhibidora esta favorecida
a un pH 6.8, al cual se lleva el aislamiento de la enzima, lo cual
concuerda con el pH reportado para la estimulacidn de la actividad

de hidrélisis del complejo F,-I por preincubacién a esa
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temperatura. Si se efectua el experimento a un pH de 9.0, al cual
se obtiene 1a mayor actividad hidrolitica a 30*C, la estimulacién
de la hidrélisis se alcanza rapidamente, pero disminuye tambidn en

muy corto tiempo, como se observa en la Figura 21.

& [«

Hidrofisis {umoVmin/mg)
iy

pH

Figura 20. Efecto del pH en la hidrdlisis de ATP por el
conplejo FyFy-I.
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Figura 21. Efecto del pH en la estimulacién de la hidrélisis
de ATP por temperatura (60°C), por el complejo FyF-I.
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ii. COMPOBICION POLIPEPTIDICA.

Para evidenciar la composicion polipeptidica del complejo FyF,=
proteina inhibidora, se efectud una electroforésis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (16%) en presencia de SDS (ver
Figura 22).

Los pesos moleculares de los polipéptidos que componen a la
preparacidén se obtuvieron, por medio del barrido densitométrico,
utilizando el programa Ultra Gel Scan (ver Figura 23). La
preparacién estd compuesta de alrededor de 17 bandas, a las que se
les asignd por medio del mismo programa un peso molecular de:

a«t 55,200, B: 51,090, y: 30,170, &: 15,000, €: 5,551, OSCP: 20,789,
F,: 7,980, F;:13,090, a: 26,900, b: 10,089, c: B,012 e

I~Fy, ¢,780. Para descartar el ruido efectuado por la tincién del gel,
el programa de Ultra Gel Scan, calcula las integrales de los picos
obtenidos por el barrido densitométrico, las curvas gaussianas, asi
como los pesés 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 SDS. Tefiido con azul de Coomassie, para los complejos
I-F,, FF, y F,F-I.
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Figura 23. Barrido densitométrico del complejo FyF,~I obtenido
por el programa Ultra Gel Scan.
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Figura 24. Calculo de curvas gaussianas para el barrido
densitométrice del complejo FyF—I.
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iii. INMUNODETECCION DE I-F, EN EL COMPLEJO F.F,,

Se verificé la presencia de la proteina inhibidora en el
complejo aislado por medio de anticuerpos policlonales contra este
polipéptido, y haciendoc uso de la técnica de immunetransferencia
tipo Wertern. En las preparaciones de F, (203) y de F,F, (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 F,F,~proteina inhibidora existe una
banda que corresponde la presencia del péptido inhibidor en 1la
preparacién. Este resultado apoya contundentemente las

caracteristicas que posee la preparacién agui descrita (Figura 25).

91



R R “FOVF1 : I Rf=l

Figura 25. Inmuncdeteccion del I-F,, en los complejos F,,
F,F,, F,F,=I e I-F,. Se utilizaron anticuerpos anti IF,, en un
anélisis tipo Wertern blot, a una dilusién de 1:5,000.
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iv. CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES CINETICAB DEL

COMPLEJO P,¥,~I.

A pesar de gue 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 saturacién por el sustrato.
Una vez estandarizada la preparacién y, que se habian determinado
algunos de sus parametros funcionales, se procedi¢ a investigar sus
propiedades cinéticas, su velocidad maxima de hidrélisis del
complejo Mg-ATP (V_.}, Y su copstante de afinidad por su sustrato
Myg-ATP (Km). La presencia de la proteina inhibidora podria afectar
el mecanismo cinético en la reaccién de hidrélisis de ATP.

El experimento se realizé cuantificando la velocidad de
hidrélisis de Mg-ATP, en presencia de concentraciones crecientes
del mismo en una relacién de 1:1, por medio del método de Fiske~
SubbaRow para conocer la cantidad de Pi liberado por la reaceién.
Estos datos se obtuvieron para velocidades iniciales, lo que quiere
decir gque no se ha consumido mas del 10% de la cantidad del total
de sustrato presente en el ensayo.

En la Figura 26, se muestra que la preparacién describe un
comportamiento michaelliano clasico, es decir tiene una saturacion

por su sustrato.
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Figqura 26. Efecto de concentraciones crecientes de Mg=-ATP
(1z1), en la hidrdlisis por el complejo FyF,=proteina inhibidora.

Los datos fueron analizados siguiendo la metodologia de
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Lineweaver-Burk (1/velocidad de hidrélisis vs 1/concentracién de
Mg~ATP). A partir de este regrafico, se cbtienen los valores para
la Km y la Vmax de la preparacidén. La Km obtenida fue de

148 uM y la Vmax de 1.28 umol PL min''mg”' (Figura 27).

Dentro del mecanismo cinético de la enzima se ha reportado un
efecto inhibitorio del magnesio libre sobre la hidrdlisis del ATP
(223). Este efecto se verificd en la preparacién cuantificande la
hidrdélisis de Mg-ATP (1:1) en velocidades iniciales mas
concentraciones crecientes del catién, y se obtuvo inhibicién por

magnesio libre a partir de una concentracién de 5 mM,
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Figura 27. Regrdfico de Lineweaber-Burk para la hidrdlisis de
Mg-ATP (l1:1) por el complejo FyF,-I, r=0.998.

Una vez gue se tenia una descripcién amplia de las
caracteristicas del complejo, surgid la pregunta de gContra gqué
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caracterizacion de ATP-sintasa se deben comparar las propiedades
sncontradas en la preparacién descrita hasta el momento?

Debido a que las caracteristicas que se hablan encontrado en
la preparacién tienen gque ver con la presencia de 1la proteina
inhibidora y su funcién dentro de la enzima, una posibilidad
adicional es comparar con la preparacién de FyFy. Por ello se
procedlid a efectuar el montaje de la técnica propuesta por Dreyfus
Y col. (104), para realizar los experimentos bajo los cuales se

habian estudiado los diferentes pardmetros en el complejo FyF,-I.

B. CARACTERISTICAS DEL CONPLEJO F.F..

La primera caracteristica estudiada en este complejo fue su
actividad hidrolitica. Ello se realizé por medioc del métado de
Fiske-SubbaRow para cuantificar el Pi liberado por la hidrdlisis
del ATP, y resultd de alrededor de 4 upmol Pi min''mg™!'. Este valor
concuerda con la actividad hidrolitica reportada en el trabajo
original (104).

También se realizé la cuantificacién de la sensibilidad a los
inhibidores cldasicos. Para la oligomicina se obtuvo una inhibicién
entre 80 y 903%, y para el DCCD resulté ser de entre 80 y 90 % de

inhibicién. 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 sometid esta preparacisn fue
el efecto de la temperatura en la actividad de hidrélisis de ATP
bajo las mismas condiciones experimentales en que se realiza para
el complejo F,~I o el complejo F,F,-I. Simultdneamente se verifice
el efecto del pH en este proceso. En la Figura 28 se puede observar
que no hay ningitn efecto de estimulacioén en la actividad de
hidrolisis de ATP en esta preparacién; y gque por el contrario, la
actividad disminuye conforme pasa el tiempo. Destacandoc que el pH
alcalino (8.0) permite una proteccidn temporal de la hidrélisis,
rientras que un pH &cido (6.8) lleva a una desaparicisén de la
actividad casi inmediatamente. El pH 6ptimo para la hidroélisis del
ATP de este complejo F¢F, es de aproximddamente 7.5 a 30°C.

Se determind también el efecto del aumento de la fuerza idnica
del medio en la actividad de hidrélisis del ATP por el complejo
F,F,. Este experimento se realizé preincubando la preparacidn
durante 5 minutos, en presencia de contraciones creclentes de KC1,
Yy siguiendo posteriormente la reaccién de hidrélisis por el método
de Fiske-SubbaRow para cuantificar el Pi liberado (Figura 29). Se
encontrd que concentraciones hasta 60 mM de cloruro de potasio no
tienen efecto sobre la hidrdélisis de ATP.

Una vez caracterizados los pardmetros anteriores, se procedid
al andlisis del comportamiento cinético de la preparacidn FyF,; este
experimento se realizd debido a que en el trabajo original (123),
las condiciones bajo las cuales se llevd a cabo el estudio de este

comportamiento, son diferentes, en el medio de reaccidén nc hay
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sistema regenerador de ATP. La presencia ADP y Pi en el medio de
reaccién tiene efectos activadores o inhibidores en la relacién

hidrélisis/recambic del compleljo F,F, (123).
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Figura 28. Efacto del pH en la hidrélisis de ATP por el
complejo FyF, a 60°C.
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Figura 29. Efectoc del aumento de la fuerza iénica por
ientes de KCl en la hidrélisis de ATP por el
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compleja FF,. El1 experimento se realizé a 30°C, preincubando a la
CL durante 5 minutos.
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i. CARACTERISTICAS CINETICAS DEL COMPLEJO F,P,

Se investigaron las siguientes caracteristicas cinéticas: (a)
la velocidad mdxima de hidrélisis del Mg-ATP (Vmax); y (b) la
constante de afinidad por su sustrato (Fm). El experimento se
realizd cuantificando la hidrélisis del ATP en presencia de
concentraciones crecientes de Mg-ATP (1:1), para velocidades
inieciales. En la Figura 30, se muestra la curva descrita al
graficar hidrélisis de ATP vs Concentracién de Mg-ATP (1:1).

Realizando los regrdficos de Lineweaver-Burk (1/velocidad de
hidrélisis va 1/concentracidn de ATP) se obtuvo una linea recta con
un coeficiente r = 0.989. A partir de este regréfico, se obtuvieron
los valores para la Km y la Vmax de la preparacidn. La Km rasulté
ser de 142 uM y la Vmax de 3,87 umol Pi min 'mg™' (Figura 31).

Se verificéd el efecto del nagnesio libre de la siguiente
manera: cuantificacion de la hidrolisis de Mg-ATP (1:1) en
valocidades ihiciales, en presencia de concentraciones crecientes
del catién, y se obtuvo un efecto inhibitorio por magnesio libre a

partir de una concentracién de 5 mM.
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Figura 30. Efecto de concentraciones crecientes de Mg-ATP
(l:1) en la hidréllsis por el complajo FF,.

101



N

o
~J
g

1iHidrdiisis (umobmir/mg) -
o :
g

1.42 uM

~<1— 3.8 umol/mirvmg

0

5 10 15
1/MG-ATP (mM)

.

Figura 31. Regrafico de 1/hidrélisis vs 1/concentracion de Mg-

ATP (1:1), r= 0.989.
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ii. COMPOSICION POLIPEPTIDICA.

Para estudiar la composicitn polipeptidica del complejo F.F,

se efectudé una electroforésis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (16%) en presencia de SDS (Figura 22).
Se recurrié a un andlisis por medio de un barride densitométrico.
La preparacidn estd 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 seccién: las
subunidades de la ATP-sintasa) (Figura 32).

También esta preparacién se sometié a una immunoréélica tipo
Western, y se immunodecord con anticuerpos policlenales contra el
polipéptido inhibidor. Como se observa en 1a Figura 25, la proteina

innibidora no estd presente en esta preparacion.
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Figura 32. calculo de curvas gaussianas para el barrido
densitométrico del complejo FoFye
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X. DIBCUSBION.

La remocion de la proteina inhibidora de 1la ATP-sintasa ha
sido estudiada en sistemas gsolubles Y en particulas
submitocondriales, pero como se mencidho 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 composicion
polopeptidica, como en el estado fisiolégico.

Al realizar experimentos en los gque intervienen dos de los
factores que estimulan la hidrélisis dei ATP en presencia de la
proteina inhibidora, como el pH y la temperatura (60°C), se cbserva
un efecto muy interesante; al estimular al complejo
F,Fy=I con temperatura (60°C) en un amortiguador a pH 9.0, que aguel
en el que se observa a la mayor velocidad de hidréliseis a 30°C, al
principio hay un incremento acelerado de esta velocidad, pero
conforme pasa el tiempo de la incubacidén, la actividad decrece
rapidamente (Figura 21). Elle podria sugerir lo siguiente: 1la
interacci¢én de la proteina inhibidora con la subunidad B' se ve
debilitada en presencia de un pH alcalino, lo cual favorece el
incremento de la velocidad de hidrdlisis. Al mismo tiempo 1la
temperatura favor:ce la remocidén de la proteina inhibidora., Estes
efectos pueden estar actuando acumulativamente, y tal vez retiren
al inhibidor definitivamente de su interaccién con la subunidad
8', ocasionando que ocurra un fenémeno de disgregacién 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 gque recordar que la
mayoria de 1las enzimas son termolabiles. Aqui es importante
destacar que la estimulacién de la hidrélisis del ATP, tanto por el
PH como por la temperatura, se da exclusivamente por la presencia
de la proteina inhibidora.

Se sabe que en particulas submitocondriales la relacién entre
el IF, con la F, es regulada por el estado de energizacicén de las
mismas (117 y 118). Estudios equivalentes realizados en cloroplasto
sugieren que mediante iluminacién y en presencia de un agente
reductor, la interaccidén del inhibidor c¢on CF, es debilitada, y en
ese momento aparece la hidrélisis del ATP. (119). Se ha reportado
ademds que el estade de energizacidén del sistema, dado por una
variedad de agentes quimicos utilizados en la incubacién de psm
(por ejemplo succinato o NADH), puede inducir la remocién de 1la
proteina inhibidora (120 y 221). Se ha demostrado también que el
efecte inhibitorio del IF, en la hidrélisis de ATP del complejo V
mitocondrial es revertido por la incubacidén a un pH mayor que 7.0.

El proposito de este trabajo estd encaminado a conocer mAs aun
sobre las interacciones de la proteina inhibidora y el complejo
FoF;, pero en un sistema aislado, libre de otras proteinas,
contrariamente a lo que ocurre en sistemas de psm, asi como también
aportar mids datos sobre las propiedades cataliticas debidas a la
presencia de este péptido en el complejo FoF,.

Un hecho que es de especial interés es que la constante de
afinidad (Km) de la preparacién F,F, y 1a de F,F,~I, por el sustrato

Mg-ATP, es la misma, lo que indica cque la presencia de la proteina
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inhibidora en 1la preparacién no modifica la afinidad por el
sustrato de la reaccién de hidrélisis del ATP, y su efecto es
presisamente la disminuciodn de la velocidad con la que se lieva al
cabo esta reaccidn. Este fendmeno puede ser explicado del todo si
se considera gque el ADP resultante de la reaccién de hidrélisis qel
ATP se queda detenido durante un cierto ntmero de ciclos
cataliticos en la enzima, lo que se ve reflejado en la velocidad
con que el complejo hidroliza al ATP. Existe un numero considerable
de trabajos que apoyan esta idea (ef. 20, 75, 78, 83 y 124}, uno de
los mas reciente es el de Martins y col. 1992 (124) en el cual se
cuantificé el numero de nucledtidos adheridos al complejo V
mitocondrial en psm despues de llevar a <abo la hidrélisis de los
mismos. El experimento se realizdé por medio de la cuantificacién de
la hidrélisis de [a¥PJATP y [y¥P]ATP. En el caso de la hidrélisis
del ATP marcado en el fosfato ¥ el resultado consistié en un
decremento de la radiocactividad unida a las psm y un aumento de la
radioactividad en el medio de reaccidén. Pero por el contrario al
hidrolizar el ATP marcado en el fosfato , la radicactividaad
permanece unida a las psm, lo que indica que uno de los producto de
la reaccidn, es decir el ADP radiocactivo gueda detenido en la ATP-
sintasa, mientras que el otro producto (Pi) es liberado al medio
sin marca radicactiva. Esta situacién se puede esquematizar en la

Figura 33.
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Figura 33. Posible explicacién de la funcién de la proteina
inhibidora en el sentido de la hidrélisis del ATP por el complejo
F,F,~I, en donde :? significa el numero de ciclos cataliticos que
tarda la enzima en liberar al producto de la reaccién de la
hidrélisis del ATP, el ADP.



XI. CONCLUSIONES.

A partir del trabajo realizado se pueden concluir Jlos
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 1la preparacién F F,~Proteina
inhibidora, comparadas con las obtenidas para el complejo FyF,.

Se encontrdé un método para aislar un complejo FyF,-I funcional
de mitocondrias de corazén de bovino, con alto rendimiento en
proteina y un grado de pureza bastante elevado. Considerando que
alrededor del 10 % de la proteina que constituye a la membrana
interna mitocondrial es el complejo ATP-sintasa, la eficiencia en
el rendimiento de esta preparacién es considerableamente elavada
(6% del complejo final). Este complejo trabaja de acuerdo a lo
reportado para cada una de las preparacliones a partir de las cuales
se derivé; es decir, tiene actividad hidrolitica basal del ATP, que
es de aproximadamente el 1 % de la actividad hidrolitica para una
preparacién de F, soluble, Yy que concuerda con lo reportadec para la
preparacién de F,-I. Presenta un alto grado de inhibicién por los
inhibidores clasicos para una ATPasa de tipo P (entre 80 y 90% para
DCCD y entre 85 y 95% para oligomicina), lo gue indica que la
subunidad o se encuentra presente y funcional De igual manera, se
puede inferir la presencia en el sector del cuellc de la subunidad

OBCP funcional. Lo mas innovador de la preparacién reportada en
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este trabajo es la presencia de la proteina inhibidora funcional,
por 1o gue la mayoria de los experimentos ge enfocan a las
caracteristicas de esta preparacidn.

Una caracteristica esencial para describir al complejo

FyF,~I es la estimulacion de la hidrélisis de ATP por la incubacidén
a 60°'C. -Este hecho sugiere que la presencia de la proteina
inhibidora afecta la velocidad de hidrdlisis del ATP, pues al
aumentar la temperatura la intaraccién entre la subunidad 8' y la
proteina inhibidora disminuye, y ello permite que la velocidad con
que la enzima cataliza la reaccién de hidrélisis de ATP se lleve a
niveles mds altos que los que presenta en un ensayo a 30°'C y por la
influencia directa del péptido inhibidor.
Algo muy semejante a lo anterior ocurre cuando ge aumenta la fuerza
iénica del medio de reaccidén al estarse llevando al cabo el proceso
de hidrolisis de ATP por el complejo . FoF,~I. Al aumentar 1la
concentracién de sales (KCl), se modifica la interaccidén entre la
subunidad B8' y la proteina inhibidora lo cual lleva a un incremento
en la velocidad de hidrélisis de ATP. Este resultado concuerda con
el reporte para la F-I, ¥y también con la concentracién a la cunal
se obtiene la mayor velocidad de hidrélisis, que es alrededor de 55
nM (74).

Para tratar de entender mejor aun la interaccién de 1la
proteina inhibidora con 1la F, se realizaron pruebas de
cuantificacién de hidrélisis de ATP en presencia de amortiguador a
diferentes pH. Estos experimentos revelaron un hecho ya conocido

para la F,-I: un pH alcalino permite velocidades de hidrélisis
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elevadas, lo cual sugiere que la interaccién de la proteina
inhibidora con 1la subunidad B' es del tipo #Alcali-labil. Ello
indica que los aminodcidos que intervienen en la interaccién de
ambas proteinas o de alguna de las dos (por ejemplo la porcilén
carboxilo terminal de la subunidad B', o bien al analizar la
secuencia de aminodcidos de la proteina inhibidora, se obtiene un
alto porcentaje de aminodcidos cargados positivamente), son acidos
y al encontrarse inmersos en un ambiente basico se neutralizan y la
interaccién entre las proteinas se debilita, hecho que se ve
reflejado en el aumento de la velocidad de hidrdélisis del ATP. Lo
anterior sugiere que las interacciones entre las dos proteinas
estan dadas por medio de f\ierzus electrostadticas. Esto es dentro
de un cierte intervalc de pH, porque si éste se aumenta en varias
unidades, el efecto es el contrario; la velocidad de hidrélisis
decrece rapidamente, efecto que se debe a la pérdida de 1la
estructura terciaria, pues pH extremos desnaturalizan a las
enzimas. E1 pH para el cual se encontrd una velocidad de hidrolisis
mayor fue de 9.0, lo cual concuerda con lo reportado para el
complejo F,~-I (93).
En cuanto a la composicién polipeptidica del complejo

F,F,~I, se encuentrd un patrén semejante al reportado para las
subunidades de F,, cuello y F,, mas la proteina inhibidora.
Comparando los pesos moleculares reportados para cada una de las
subunidades d'e la enzima por secuencia, con los obtenidos de las
integrales del barride densitométrico y las curvas gaussianas, se

observé un enorme parecido entre ellos. Es decir se dispone de una
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preparacién que contiene todas las subunidades que se han reportado
para el complejo V nitocondrial, aunque esto sdlo se podria
confirmar si se contara con anticuerpos que reconozcan por separado
a cada una de las subunidades reportadas.

En cuanto a la composicion 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
alguna protaeina adicional como contaminante. Por ejemplo esto
ocurrié en el caso del complejo F,F, reportado por Serrano Yy col.
(116), gue lleva consigo al acarreador da aniones. En 1a
preparacién aqui descrita existe una banda consistente en las
diferentes preparaciones del complejo F,F,-I que migra entre la
subunidad B y la subunidad vy, pero no se ha podidec caracterizar su
origen.

Las caracteristicas cinéticas del complejo obtenidas a partir
de experimentos en los cuales se buscé la velocidad de saturacién
de la enzima con su sustrato describen un comportamiente
michaeliano cldsico. Se encontrd la velocidad méxima ¥y la Km para
el sustrato el Mg-ATP.

Los resultados obtenidos hasta este momento permi:ten conocer
algunos de los pardmetros importantes de la preparacién, los cuales
sirven para darle una caracterizacién parcial y para buscar
semejanzas con las funciones del complejo F,~I. El complejo aqui
descrito posee, con diferencia en magnitud, todas las propiedades

que presenta la preparacidn de F,-I, gpero qué tanto se parecia o
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diferenciaba del complejo FoF,? Paru'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
comin era la actividad hidrolitica, con diferenclas en magnitud y
la sensibilidad a los inhibidores cldsicos. Se buscé entonces las
caracteristicas del complejo FyF,~-1I en el complejo F F,, o viceversa,
pues la mayoria de las caracteristicas del nuevo complejo se deben
a la presencia de la proteina inhibidora.

Es importante hacer notar gue la sola presencia de la proteina
inhibidora en la preparacién le da caracteristicas distintivas a
cualquier complejo F.F, reportado en la literatura. El efecta da
la temperatura sobre la velocidad de hidrélisis soélo tiene una
estimulacién cuando la proteina inhibidora esta presente. En el
complejo sin proteina inhibidora, el efecto es el contrario, ya que
hay una disminucion de la velocidad de hidrélisis conforme pasa el
tiempo de preincubacién, y la velocidad con que decrece 1la
actividad de hidrélisis es funcién del pH. Este proceso ocurre nas
lentamente a un pH basico.

El aumento de la fuerza idénica del medio de reaccién para la
hidrélisis de ATP por el complejo F.F,, no afecta la velocidad de
la misma a ninguna de las concentraciones para las cuales se probd
en el complejo Fyf,~I, en el cual si hay un efecto de estimulacién.

Una de las caracteristicas mas importantes gue se determind en
ambas preparaciones se refiere al mecanismo cinético. Al realizar

experimentos para conocer los parametros cinéticos de 1las

113



preparaciones se encontrd un dato que apoya la teoria que existe
para la funcién de la proteina inhibidora en la ATP-sintasa (20,
75, 76, B3 y 124): su posible funcidén es la de retener la salida
del ADP resultante de la hidrélisis del ATP, y conviene recordar
que la funcidn fisioldgica de la enzima es en el sentido de la
sintesis de ATP. Esto estd apoyado en el resultado del cdlculo 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 FyF,~I y el complejo F,F, es evidenciada en la composicién
polipeptidica. Al realizar electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida en presencia de SDS o
inmunocdetaccién de la proteina inhibidora por anticuerpos
policlonales ¢ontra é&ste péptido, y sélo se encuentré en el
complejo aqui reportado.

En la Tabla 7 se muestran comparativamente las caracteristicas

obtenidas para los complejo FyFy~I y F,F;.
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Caracteristica: F,F,~I F,F,
Actividad cuotmin'Tng'") 1.2 4
sensibilfded e Ol igomicine 85-95 % 80-90 %
sensibilided al peco 80-90 % 80-90 %
Rendimiento en protefna 6 % 8 3
E(';::g]..cn':rnﬁrm;ﬁmuu Hasta 10 No hay efecto
e Hasts 4 o hay stect
Pardmetroa Cinéticos para et ATP | V_ = 1.3; Km= 148uM V™ 3.87; RKm=14Z2uM

Efecto del Magnésio

Inhibe s Altas Concentrsciones

irhibe a Altas Concentraciones

Efecto del pH en le Eatimulacién
por Temperatura

PH Acldo Permite una Mejor
Esti{mutacion

La Actividad Decrece s
répidemente con pH Acido.

Tabla 7: Comparacidn de las caracteristicas funcionalese de los
complejos F,F, ¥ F,F,~I.
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XIXI. PERSPECTIVAS.

Para avalar la teoria de la funcién de la proteina inhibjidora
apoyada por este trabajo, es necesario cuantificar los nucleétidos
de adenina presentes en la enzima cuando esta esta hidrolizando al
ATP. Esto se puede lograr ya sea por la utilizacién de nuclestidos
marcados isotépicamente, o mediante la reaccién de luciferin-
luciferaza. El1 conocimiento de las cantidades de estos compuestos,
asi como el tiempo que perduren dentro de los sitios cataliticos de
la enzima o bién el nimero de ciclos cataliticos que tarden en ser
desalojados de la enzima, puede generar resultados que concluyan
definitivamente que ésta es la funciodn de la proteina inhibidora en
el sentido de la hidrélisis del ATP.

Se ha reportado en la literatura que la composicién de los
lipidos que estén interactuando con la ATP-sintasa pueden ayudar a
mejorar sus caracteristicas cataliticas en el sentido de 1la
hidrélisis del ATP (125 y 126). Por ello, sera interesante conocer
cémo contribuyen los 1lipidos en las caracteristicas de la
preparacién descrita en éste trabajo. Para ello se podrian realizar
purificaciones que contengan una cantidad de lipidos baja,
necesaria solamente para dar las condiciones hidrofébicas para que
se mantenga funcional el canal de protones, y probando también
diferentes lipidos y diferentes composiciones de ellos en la
solucién 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 né&s interesante de este trabajo estara enfocada,
ahora que se dispone del complejo FF,-I aislado y funcional, hacia
la sinteeis del ATP, la cual se puede comprobar por medio de la
reaccién 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 1la actividad de hidrélisis
despues del tratamiento de la dialisis. En un futuro se intentaran
experimentos de reconstitucisén por medio de otras metodologias para
tratar de obtener los proteoliposomas que contengan al complejo

funcional en ambos sentidos: hidrélisis de ATP y recambio ATP-*3p.
Estos experimentos permitirdn obtener una serie de resultados

muy interesantes, los cuales generardn datos relevantes sobre las

propiedades estructura-funcidn del complejo V mitocondrial.
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XIV. APENDICE.

Los experimento preliminares a este trabajo, es decir lo referente
al aislamiento del complejo FoF,-I con el detergente
Laurildimetilaminoe éxide y su caracterizacién parcial, se
presentaron en el VII Congreso Nacional de Bioenergética y
Biomembranas (1991) bajo el titulo de: Aislamiento y
caracterizacion del complejo ATPsintetasa-Inhibidor Mitocondrial.
vdzquegz contreras Edgar Y Georges Dreyfus C.

El trabajo aqui descrito, es decir el asilamiento y caracterizacidn
del complejo F,;F,-I con el detergente n-Dodecil B-D-Maltésido, se
presentd este afio en el XIX Congress of the Mexican Biochemical
Society, bajo el titulo de: Isolation ,mg Characterization of the
Native F,F,~Inhibitor Protein From Beef Heart Mitocondria.

vazquez contreras Edgar and Georges Dreyfus.
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