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RESUMEN 

Las F-ATPasas son enzimas que al disipar los gradientes electroqufmicos, 
generados por cadenas respiratorias o fotosintéticas, derivan de ello la síntesis de 
ATP organizando la membrana como un circuito protónico quimiosmótico. La ATP 

sintetasa consta de dos sectores uno embebido en la membrana llamado Fo  (150 kda), 

el cual es un acarreador fónico y ancla al sector Fa  que es la porción hidroftlica 

orientada hacia el lado citoplásmico, lugar donde se realiza la catálisis de ATP 44 

ADP + Pi. El sentido hidrolítioo de está reacción es preservado por la Fa  aún si se 

disocia de Fo  (in vitro). 
En la bacteria púrpura no-sulfurosa RhodoopiriUuna Mount la porción Fa  se 

forma por cinco tipos de subunidades ao,5,y1,51  y ea, mientras que Fo  consta de 

cuatro subunidadea aa,ba,b's  y coma. 
En condiciones fotoheterotróficas esta bacteria desarrolla invaginaciones de su 

membrana citoplasmática en donde se localizan los complejos fotosintéticos y la ATP 
sintetasa. Al romper la membrana de las bacterias mediante un tratamiento 
mecánico, dichas invaginaciones se cierran y forman vésiculaa llamadas cromatoforos. 
La ATPasa bombea protones al interior del cromatóforo como resultado de la 

hidrólisis de ATP-Me*. Sin embargo la hidrólisis de ATP•Ca" no acidula al 
cromatóforo y el recambio ATP-Pi es posible para el ATP•Mg'` pero no uf para el 
ATP•Ca2`. 

Por otra parte la liberación del sector F,-ATPasa de las membranas, altera la 
dependencia del ATP por el catión divalente ya que la velocidad de hidrólisis 
disminuye para ATP•Mg'` y aumenta para ATP•Ca'. 

El análisis de los datos anteriores ha sugerido que loe cationes divalentes 

tienen un papel importante en la regulación del acoplamiento entre el paso de los 
protones y la síntesis de ATP en el complejo FoFa. 

El presente estudio pretende establecer, por medio del uso de un modificador 
químico con el que es posible monitorear las dsteinas expuestas al medio, si existen 
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cambiad conformacionales distintos entre la FrATPasa cuando hidroliza ATP-Pág".  

que cuando lo hace con ATP-Ca"' como sustrato. 
Se implementó un método de purificación para la porción F1  de la ATPsintetaaa 

de R. rubrum, por medio de un tratamiento de la membrana con cloroformo, 

ultracentrifugación diferencial, un gradiente de densidad y filtración por peso 
molecular, caracterizandoe el complejo por electroforesis en geles de poliacrilarnida. 

Al desnaturalizarse la FrATPaaa en presencia del detergente SDS al 296 
mostró un total de 13 cisteinas lo que concuerda con la secuencia reportada. Para el 
caso del complejo F1-ATP•Mg'' no se observa ninguna &teína ezpuesta, pero para el 
complejo F1-ATP•Ca'' se observan 2 al igual que cuando no se agrega ningdn catión 
divalente. También se observó una mayor protección a la desnaturalización por 
Guanidina-HC1 0.3 M del complejo F1  con ATP•Mg* que con ATP•Ca'' o sin sustrato 
alguno. 

Se concluye que la hidrólisis de ATP coordinado con Mg" provoca un cambio 
conformacional distinto al que ejerce la catálisis de ATICa". 
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INTRODUCCION 

Hace miles de millones de años, en este caótico y recién formado lugar, surgió 

un proceso por el que parte de la energía luminosa del sol, al pasar por nuestro 

planeta, era transformada en cierta organización de materia, que conjugaba 

elementos como C, N, O, H, P, S etc. en un orden espacial que se alejaba del 

equilibrio con el medio, para ello dichos sistemas capturaban parte del continuo flujo 

circundante de energía convirtiendolo en fuertes interacciones moleculares, generando 

estructuras que ahora denominamos macromoléculas, y que "de una manera u otra" 

lograron elaborar copias de si mismas, pero en una continua dinámica de cambio 

basada en la capacidad de cada una de ellas de abarcar los patrones de estructura 

básicos permisibles, dados por las restricciones fisicoquímicas reinantes. Las 

moléculas que se preservaron fueron solo aquellas cuyos patrones estructurales 

lograron armonizar la posición entre sus componentes con respecto a las reacciones 

químicas que favorecian su autoreplicación, perpetuando en su forma básica aquellas 

conformaciones que las alejaban del equilibrio con el entorno. 

La vida, tal como la conocemos y aun como la podemos imaginar, posee dos 

características; la propagación de información y la traneducción de energía. 

Ahora que sabemos que el ácido ribonucleico (RNA) puede almacenar 

información y a la vez ser un catalizador de funciones sujetas a selección Darwiniana, 

posiblemente estemos más cerca de entender el mecanismo de transferencia de 

información de la primera entidad con vida. Solo con base en la serie de ciclos 
Darwinianos mutación•replioación-selección se puede forjar una evolución adaptativa 
capaz de explotar nuevos dominios, estableciendo estrategias novedosas, 

incrementando para ello, la eficiencia de los viejos procesos. 

Podemos estar cerca también, de establecer la naturaleza del primer sistema 

de transformación energética, porque ahora enfrentamos sobre un mejor marco 

conceptual (la hipótesis quimiainufaca) la pregunta acerca de la naturaleza del 

principal proceso bioenergético. 
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En todos los organismos en los que se han estudiado los mecanismos de 
transformación y uso de energía, se ha encontrado que las bicapas fosfolipfdicas que 
constituyen las membrana* celulares, juegan un papel central por ser barreras 
selectivas que permiten la existencia de energía potencial, esta se genera al momento 

de crearse dos concentraciones distintas de solutos separadas por dichas membrana. 

Esta energía potencial en forma de gradiente eléctrico y/o químico puede ser disipada 

por sistemas proteicos transmembranales que a su vez aprovechan dicho flujo y lo 

convierten en trabajo como el transporte de moléculas y macromoléculas, la 

comunicación infra e intercelular, o la generación de moléculas de elevado contenido 

energético (como el ATP) que a su vez sustentan otros procesos como el ensamble de 

material celular, la autoreplicación o la coordinación misma de todos estos procesos. 

La vida es posible entonces por la habilidad de generar dichos potenciales 

electroquímicos a un menor costo energético que el rendimiento de energía total que 

de este proceso se obtiene, lo que implica un mecanismo altamente eficiente. 

La ATPsintetasa 
En casi todos los organismos conocidos la síntesis de ATP es una reacción 

catalizada principalmente por un complejo enzimático multimérico de 530 Kda y con 

al menos 21 subunidades; conocido como ATP sintetasa o FoFrATPasa. Tiene un 
tercio de la proteína (150 Kda) insertada en la bicapa lipfdica que es un acarreador 

jónico transmembranal (Factor O o F0), que a su vez anda a un sector hidrofflico de 
aspecto globular orientado en la cara citoplísmica de la membrana (Factor 1 o F1) de 
380 Kda donde se localizan los sitios reguladores y catalíticos de la síntesis e 
hidrólisis del ATP. El F1  puede disociarse del F0  (por ejemplo tratando las membranas 

con amortiguadores de baja fuerza fónica y con EDTA) lo cual aumenta la 

permeabilidad a W de la membrana (revisado en Skulachev y Kostov, 1977). El F1  
solubilizado retiene la capacidad de hidrolizar ATP (por esta razón el mecanismo 

catalítico se ha estudiado mejor en el sentido hidrolftico de la reacción tratando de 

extrapolarlo a la síntesis de ATP) yen condiciones muy especiales (solventes distintos 
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al 1100) de sintetizarlo (Tullida, 1983; Feldman y Mgman, 1982; (lomes-Puyou et a1.,1986; Kandpal 

et al., 1987), ademó es capaz, en presencia de Mg'', de conectarse nuevamente al F0  

y restablecer la función original (Pullman et al., 1988; Racker, 1982; 1983). 

Algunos autores consideran, para fines de nomenclatura, un tercer sector 

llamado FA (componentes asociados) constituido por las subunidades supernumerarias 

de F-ATPasas mitocondriales y que física y funcionalmente conectan al F0  con el F1  

(Nagley, 1988; Coz et al., 1992). 

Dicha enzima en membranas de mitocondrias, cloroplastos y la mayoría de las 

eubacterias sintetiza ATP, acoplando la fuerza protón-motriz derivada de disipar la 

elevada concentración de W preformada por cadenas transportadoras de electrones, 

respiratorias o fotosintéticas, que bombean protones y generan dicho potencial, este 

gradiente eléctrico y químico (ap5.) organiza a la membrana como un simple circuito 

protánico quimiosmótico, tal como lo predice la Teoría Quimiosmótica (Mitchen, 1981). 

Las F-ATPasas pueden realizar también la función reversa y generar potenciales 

electroquímicos consumiendo ATP, tal es el caso de la WATPasa de bacterias 

anaeróbicas obligadas como Lactobacillus casei (Biketov el a1.,1982; Tikhonova et al., 1983) 

o Clostridium pasteurianum (Clarke et al., 1979), Estos potenciales protónicos son 

aprovechados en otros procesos como osmoregulación, transporte de solutos o 

regulación interna de pH. Bajo condiciones experimentales cualquier ATPsintetasa 

puede bombear protones al hidrolizar ATP-Mg''. 

A mediados de la decada pasada se encontró que no sólo los gradientes 

electroquímicos de W (apip), sino que también los de Na' (applo) pueden ser 

utilizados para la síntesis de ATP por las F-ATPasas de ciertos organismos como 

Vibrio alginolyticus (Dibrov et al., 1988; Dmitriev et al., 1989), Vitre03Ciat ap.(Effolc y Webeter, 

1992), Acetobacterium woodii (Helee et al., 1992), Afethanosarcina mazei (Becher y Muller, 

1994), o Propionigenium modestum (Dimroth, 1987) ésta !llama es una bacteria anaerobia 
estricta (Schink y Pfennig, 1982) que obtiene su energía de la descarboxilación del 

succinato a propionato y CO,. La energía libre de esta reacción (•C°- -20.6 Kj/mol) 

es utilizada por una metilmalonil-CoA descarboxilasa de membrana para generar un 

gradiente de Na* (Hilpert et al., 1984) que a su vez es aprovechado para sintetizar ATP 
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(Laubinger y Dimroth, 1987; tea». 

El canal F0  de Propioniogenium modestum posee un sitio de unión para sodio 

en cada una de sus 10 subunidades tipo "c" (G1u45) (Iluge y Dirnroth, 1993; 1994) esta 

posición corresponde en B. coli a la Asp-61 que es a su vez el posible lugar de unión 

para el protón (Pillingame, ieso). Sin embargo, si la bacteria E. ooli se crece en 

condiciones alcalinas, desarrolla una cadena respiratoria bombeadora de sodio y 

puede sintetizar ATP empleando gradientes de Na' (Amuevan et al., 1993). Existen 

evidencias de que la Na'•ATPasa de P.modestum bombea W a concentraciones 

menores de 1 m111 de Na' (Lsubinger y Dimrath, 1999) al igual que lo hace una ATP 

sintetasa híbrida con un F0  de P.modestum y un Fa  de E. coli (Kaim y Di:pruebo  1993). 

Hay ciertas consideraciones que indican que una F0F1-ATPasa puede bombear 

11.  o Na'' in vivo (Kholodenko, 1993). Por las razones antes expuestas, el hecho de que 

bajo condiciones fisiológicas las Na'-ATP sintetasas operen como bombas de Na', es 

como respuesta a una mayor concentración de iones sodio que de hidrogeniones 

(Skulachev, 1992). 

Se ha descubierto también, que las F0F1-ATPasas de ciertas eubacterias (como 

E. coli o S. typhimurium) crecidas en condiciones de anaerobiosis, se asocian &ice 

y funcionalmente por medio de puentes disulfuro, con el sistema trk de transporte de 

Ir para formar un macrocomplejo en la membrana periplásmica, el cual funciona 

como una bomba 11.-Ir que expulsa 211. por el internamiento de un ion W 

consumiendo para ello la energía de la hidrólisis del ATP y como consecuencia 

osmoregula a la célula, la acción reversa permitiría sintetizar ATP, no sólo utilizando 

el koH+ sino además un ApK+ (Trchounian et al., 1992; Trchounian, 1994). 

El mecanismo de síntesis de ATP por la FoFrATPasa se puede dividir en tres 

procesos: 

i) La translocación de protones (o iones) por el canal F0. 

ii) La fosforilación del ADP•Mg~ con Pi dentro de los sitios ~ticos en F1  con el 

subsecuente recambio de productos y substratos. 

iii) El acoplamiento y regulación entre estos dos eventos. 
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CANAL F. 

El Fe  eubacteriano se compone por tres tipos de subunidades que son proteínas 

transmembranales, llamadas a, b y o o proteolípido y coexisten en una 

estequiometrfa de la, 2b y 10(*1)o y con un arreglo que les permite, (i) acarrear iones 

en ambos sentidos, (fi) anclar a Fa  y (iii) participar en el acoplamiento de dicho 

transporte al evento catalítico de síntesis o hidrólisis de ATP. 

El canal Fe  de mitocondriu tiene 9 subunidades b, d, a, e, F6, f, g, A6L y c (de 

mayor a menor peso molecular) (Colfinson et al., 1994;114 función de estas subunidades 

supernumerarias no ha sido descrita. 

Subunidad a (PM: 30.3 kda, 271 residuos en E. coli) 

Es una proteína sumamente hidrofóbica que se ha propuesto puede formar 4 

(Hennig y Herrmann, 1988), 5 (Coa et al., 1988; Howitt et al, 19U), é 6 (Vik et al., 1988; Calo y Rimad, 

1988; Vik y Dao, 1992) cruces transmembranales de estructuras a-hélices (VII y Délo, 1992) 

(Fig. la). En esta subunidad se han identificado residuos que al cambiarse alteran de 

manera definitiva la función del Fe  (Revisado por Fillingaine, 1990; Senior, 1990). Se piensa 

que esta subunidad, interviene directamente en el paso de protones y existen muchas 

discrepancias en cuanto a su topología, por ahora, el modelo más convincente es el 

presentado por Steven B. Vik y Nguyen N. Dao (1992) (Fig. la y 1c). 
Subunidad b (PM: 17.2 kda, 156 residuos en E. coli) 

Entre las sintetasas de ATP bacterianas, algunas tienen dos subunidades b 

identicas (Walker et al., 1984), mientras que otras poseen dos subunidades similares b 

y b' como es el caso de la enzima de R. rubro»: (Falle y Walker, 1988). 

Mientras que el análisis de la polaridad de los residuos para las subunidades 

a y e indica que son péptidos altamente hidrofdbicos (Walker et al., 1984) la subunidad 
b tiene un segmento de 30 residuos hidrofóbica, en el extremo amino terminal 

mientras que el resto de la proteína es rica en grupos polares cargada, esto ha 

llevado a sugerir que la parte hidrofflica emerge de la membrana y participa en la 
conección con el sector Fa  (Walker et al., 1982). Esta idea ha sido apoyada por las 

siguientes evidencias: sólo ésta subunidad es sensible a tratamientos de las 
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membranas con protestas, lo que a su vez evita el pegado de Fa  (How et al., 198$; 
Hermolin st al., 1983), además si se eliminan los nudeétidos que codifican para los 
primeros 25 residuos se expresa una protefna soluble (Dunn, 1992). 

Subunidad o (PM: 8 kda, 79 residuos en E. coli) • 

Esta es la subunidad más pequeña, pero presente con el mayor número de 
copias, posee dos cruces transnumbranales (Fig. la) conformados por 2 estructuras 

a-hélice conectadas por medio de una asa hidrofflica pequeña (9 residuo.) ubicada en 
la misma cara por donde se une al Fa  (Girving et al., teso. Ciertos aminoácidos de los 
extremos amino (Tyr-10) y carboxilo (Tyr-73) han sido localizados en el mismo lado, 
por marcado con tetranitrometano (Deekenbliebeetreit et al, 1967). Esta estructura tipo 
"Horquilla" ha sido confirmada por antlis de NMR (Resonancia Magnética Nuclear) 
en donde la subunidad c disuelta en una mezcla cloroformo-metanol-agua preserva 
la misma estructura que cuando se localiza en la bicapa lipfdica, en dicho trabajo se 
les ha asignado identificación a 78 de los 79 residuos, además de revelar importantes 
interacciones funcionales de residuos de la hélice 1 con la hélice 2 (Gming y Fillingame, 

1993; 1994). Las subunidades de tipo e por si solas no pueden transportar W (Priedl et 

al, 1981; loo y Bragg, 1981). 

Esta subunidad tiene una estructura muy similar entre la* diferentes especies 
donde se ha determinado la secuencia del gen que la codifica, es decir que esta 
altamente conservada a lo largo de la escala filogenética (Recipon et al., 1992). 

ARREGLO INTERSUBUNIDADES PARA LA 7RANSLOCACION DE IONES EN Fe  

Dos modelos diferentes han sido propuestos en cuanto al arreglo entre a, b y 
e. El primero se basa en el marcaje de las tres subunidades con el reactivo hidrofébico 
TID (3-triflourometil-m-(iodofenil)diazirina) y supone a un oligémero de subunidades 
e que se encuentra adyacente a un complejo a-b:  (Hoppe y Sebald, 1964). Por su parte Coz 
y colaboradores (1984; 1986) han dirigido sus conclusiones hacia un complejo a-b1  
rodeado por un anillo de 6 subunidades o, aunque un intento mas reciente de 

determinar la estequiometrfa de el proteolfpido (subunidad c), revelé que 6 es un 

8 



número probablemente incorrecto (Hermolin y Pillingeme, me). 
Recientemente Steven B. Vik y Nguyen N. Dao (1992) utilizaron un análisis de 

hidrofobicidad y de variación-conservación de residuos para definir la topologia 
transmembranal del sector F0  basándose en la hipótesis de que, en las hélices « las 

caras de residuos variables permanecen en contacto con los lípidos mientras que las 
caras de residuos conservados ven otras e-hélices (Rece el al., 1999; Beldwin, 1993) 

encontrando que las subunidades b deben de estar en la periferia del complejo ya que 
se predice un amplio contacto de su única «-hélice transmembranal con la fase 
lipfdica (Fig. lc). Esto se apoya también en los trabajos de marcaje hidrofóbico con 
TID (Hoppa y Sebald, 1994), en los que unicamente los residuos del extremo amino-
terminal (1-35) se marcan (Hoppe et al., teso a excepción de Gin-10 y la Lys-23, que son 
aminoácidos muy conservados y por tanto posiblemente ubicados en la cara de la «-
hélice que hace interacción proteína-proteína. 

Hay estudios que han demostrado que las subunidades b forman un dfmero, 
pero las interacciones se dan en la región extramembranal de esta subunidad (Fig. 
lc), por lo que se ha propuesto un modelo de 4 u-hélices (2 cada subunidad b) 
formando una especie de trenza (Dunn, 1992), que contribuye con una parte de la 
estructura que se ha observado por microscopfa electrónica, conectando al F0  y al F1  
(Fig. lc) (Gogol et al., 1987; Tauprun et al., 1989; Lucken et al., 1990). 

En el arreglo del oligómero de 9, 10 u 11 subunidades e (cada una con 2 «-
hélices transmembranales), la hélice membranal del extremo amino-terminal contacta 
en caras opuestas a 2 alfa-hélices de extremos carboxi-terminal, mientras que la 
helice a del c-terminal en una misma superficie contacta 2 «-hélices n-terminales (Vik 

y Dao, 1992). En este modelo los residuos Tyr-10, Ala-24 y el Asp-61 ven hacia Hiera del 
oligómero de proteolfpidos, según el marcaje con TID (Hoppe et el., 1984) y ensayos de 
mutagénesis dirigida alfiler et al., 1990; Pillingame et al., 1901). 

El análisis de hidrofobicidad y aminoácidos conservados, mostró además, que 
la subunidad unicopia y la más grande (a) se forma de 6 cruces tranamembranales 

de hélices a, de los cuales dos de ellos (II y VI) tienen caras con residuos variables, 
indicando que existe un contacto entre éstas y la fase lipfdica de la membrana, 
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Figura 1.- a) Modelos estructurales de las subunidades del F. 
mostrando los residuos cuya mutación inhibe el paso de 11.  (a) 
subunidad a. (b) subunidad c. (c) subunidad b (Tomado de Oidor, 
1990). b) Modelo topológico de las subunidades a, b y e del 
complejo Fa  do E. culi, las lineas gruesas que conectan los 
cruces transmebranales Iy11,111ylVyVyVI »presentan 
asas extramembranales, mientras que las lineas delgadas 
representan las asas del lado opuesto (Tomado de V& y Oso, INT). 
c) Modelo topológico tridimensional disonado a partir de la 
figura lb, agregando la idea, discutida en el Mato, acerca de la 
estructura de 4 hélices-a( (2 por cada subunidad b) que forma 
parte de la coneeción entre Fa  y Fa  sedn las evidencias 
experimentales de Stanley Dunn (1992). 

lo 
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mientras que las hélices restantes (I, III, N y V) sólo están en contacto con otras «-

hélices (Fig. lb y lc). La secuencia de aminoácidos de estas regiones esta más 
conservada entre las especies comparadas. Los cruces V y W contienen grupos 

glutamil e histidil que son esenciales para la translocación de protones (Caín y 84~4 

1989; 1988; Howitt et al., 1990;). 

Se ha propuesto que las hélices anfipáticas son componentes de canales iénicos 
(Inonard et al., 19813) aunque este podría no ser el caso para la subunidad a; en el caso 
de la bacteriorodopsina el canal de protones se forma por 3 de sus 7 cruces de 
membrana, pero sólo 13 de loe 26 residuos en el canal son polares, mientras que 25 
residuos polares pertenecen a regiones transmembranales fuera del canal (Hendenion 

et al., 1990). En la subunidad a de la ATP sintetasa sólo el cruce transmembranal III 
no posee segmentos de caracter anfipético, mientras que el cruce II es la hélice más 

anfipática, los residuos conservados que se habían propuesto en la hélice IV como 
parte del canal (Coz et al., Has) podrían estar, mas bien, formando importantes 
interacciones proteína-proteína y lo mismo se aplica para el segmento I que tiene 
regiones anfipáticas notables. Por todo esto se ha propuesto que las aldlices 
transmembranales II, V y VI (Fig. lb y 1c) son las que proveen la mayoría de 
los residuos en el canal de protones (Vik y Dao, 1992; Revisado por Stokea y Nakarnoto, 

1994). Ea importante resaltar que el extremo carboxilo-terminal (en el cruce VI) es de 
vital importancia para la translocación de protones (Cain y Rimad, lose) ademas de estar 
sumamente conservado en todas las secuencias reportadas de la subunidad a. En 
este modelo (Fig lc y lb) los cruces V y VI deben de estar cerca debido al corto 
tamaño del asa polar que los une (de 4 residuos en B. coli a 11 en S. cerevisiae), al 
igual que el cruce III que debe colindar con el IV (segmento 143-GLYItH-147 en S. 
cerevisiae), las hélices transmembranales IV y V (Fig lb) deben de estar junto al 
oligómero de subunidades c ya que pouén regiones altamente conservadas (Vik y Dao, 

1992). 

Las subunidades b en este modelo, se ubican en la periferia de las hélices de 
la subunidad a (Fig lb), una de ellas junto al cruce transmembranal VI, según la 

evidencia de que una mutación en la prolina 240 de la subunidad a suprime el efecto 
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que provoca cambiar el ácido glutdmico 9 por *apártate en la subunidad b (Itumamoto 

y 8Imoni, 1996). La interaecidn de la subunidad tipo b con la • se ha demostrado 

también por entrecruzamiento. químicos ~din et aL,19931y porque loe anticuerpos 

anti-a y anti-b precipitan las subunidades b y a respectivamente en una relación a:b 

1:2, lo que no sucede cuando la subunidad b lleva la mutación gly-9—►up o cuando la 

subunidad a se termina 36 residuos antes de lo normal, la interpretación de esto es, 

que el c-terminal de a (en la hélice VI) interacciona con el N-terminal de al menos 

una subunidad b (Fig. 1c) (Vilt y ~sal, leen 

ACARREO DE IONES EN Fe  

La reconstitución a partir de las tres subunidades del F0  a, b y o aisladas 

indepla membrana, mie suficiente para formar un poro de H' kndonal Mona» si 

1953; Arie st al., lees) la falta de alguna de ellas evita el transporte de protones y la 

conección correcta con F1  (PM& et al, 111111; Lao y Brea" 1951; Mas el al., 1114 adiada« Y 

Mtendorf, tassL de hecho se ha demostrado la interacción de a Vais, &mai, 11193), b (Aria 

y 8imoni, 19133; Dunn, 1992) y c (Fraga y Mitigan», 1919) con algunas de las subunidades del 

Fi. Por tanto; aunque posiblemente no todas las subunidades del canal participen en 

el acarreo de protones, todas (a, b y e) deben estar presentes Oía st atafea 

El mecanismo sugerido para la tranalocación de protones, desde el punto de 
vista del acoplamiento con la catálisis en F1, puede ser de tipo directo o indirecto; en 
el primer caso se ha propuesto una interacción directa del H•  en la reacción química 
que ocurre en los centros catalíticos (Mitchell y &byte, 1974; Mitad, 1985e; 19138b), pero loe 

hallasgos de que las F-ATPasas pueden no sólo transportar Ir sino también Na' 

(Laubingor y Dimroth, 1989) es un argumento en contraposición con los mecanismos 
sugeridos de como actuaría el 11.  en las reacciones de bato- y deefoeforilación en el 

sitio catalítico. El mecanismo indirecto (Revisado por Boye? et el., 1911) propone que el paso 
de los protones por Fo  induce un cambio confonnacional que es transmitido hasta F1  

provocando cierto arreglo espacial en las interacciones de los sitios catalicos con 

substratos y productos. El mecanismo de paso de iones por roe todavía motivo do 
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discusión, pero al parecer la balanza se inclina en favorecer un mecanismo de acarreo 

mía que el de un poro o canal (discutido en Kramer, 1994). La evidencia más clara ha sido 

la detección de sitios de posible pegado de protones con alta cooperatividad (Griwats y 

Junge, 1992; Poolman y Konings, 1993), como por ejemplo el ácido UpírtiC0 en la posición 61 

en la subunidad c que se protona y desprotona durante el transporte de 11*, es el 

mismo sitio donde se une la carbodümida (DCCD) e inhibe totalmente la actividad de 

la enzima (revisado en Fillingame, 1980; 1990; 1992s; 1992b; Pillingeme et al, 1992). En este 

modelo del paso de H' a través de la membrana, por la secuencia de protonación-

desprotonación en ciertos residuos, se han sugerido como posibles grupos 
participantes a los siguientes: en la subunidad a: R-210, E-219 y H-245, y en la 

aubunidad c a D-61 (revisado en Senior, 1990), y más recientemente a A-24 e 1-28 (Girving 

y Fillingame, 1993; 1994). 

SECTOR FI  

La región F1  extramembranal es el lugar donde se encuentran los sitios 

catalíticos que intercambian substratos y productos de la síntesis o hidrólis del ATP; 

está conformada por 5 tipos de subunidades, nombradas: a,13,y,5 y e (en orden 

decreciente de peso molecular), hay una estequiometrfa bien determinada de 3:3:1:1:1 

para casi todas las F-ATPasas descritas (la excepción es la enzima de Chloro/7exus 

aurantiacus que aparentemente carece de la subunidad de menor peso molecular, 

posiblemente e (Yanyushin, 1988; 1991; 1993). Todas las subunidades son necesarias para 
la actividad in vivo, según análisis de tipo mutacional en los genes estructurales en 

que se codifican (Revisado por Senior, 1990 y Coz et al., 1992). El orden de los genes de F1  es 
el siguiente: uncH, uncA, uncG, uncD y uncC y corresponde a las subunidoides 8, a, 

y, 13 y e (Walker et al., 1984). Los pesos moléculares de estas subunidades en Escherichia 

coli son los siguientes: a 55.3 kda (513 residuos), A 50.2 kda (459 residuos), y 31.4 

kda (286 residuos), 519.3 kda (117 residuos) y e 15 kda (138 residuos). 
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ARREGLOS DITERSUBUNIDADES MAJO LA MILURNCIA DR Los suasnLipas, EN itL 

suma 
La parte hifroftlica de la H•-ATP sintetasa protruye 13.8 nm de la membrana 

hacia el citoplasma as  Mord et al., 19114), posee una forma «Ariel irregular  de 
aproximadamente 9 nm de diámetro que se conecta al Fe  por medio de un cuello de 

40 A de largo (Fig. 20 (Gogol st al., 1997). El contorno del Fa  puede observarse por 

microscopfa electrónica de transmisión empleando unciones negativas (Pensado lloren, 

1962), o también por microscopfa crioelectrónica (Fig. 20 (Gogol st al., 1909.; 19119b). Efraim 

Racker (1962; 1969) demostró que en partículas submitocondriales sometidas a 

tratamientos mecánicos, "las esferas adosadas" ala membrana se liberan al soluble 

y desaparece la capacidad sintética e hidrolftica de ATP, característica de las 

membranas. Cuando estas partículas, ahora solubles, se incuban con lu membranas 

en presencia de ATP.Me• se reincorporan y rehabilitan a lu partículas 

submitocondrialea para ejercer dichas actividades. 

El procesamiento de imágenes del sector FI, tomadas por microscopia 

electrónica, revela un complejo con seis masas globulares yuxtapuestas en un arreglo 

hexagonal que representa las proyecciones de 3 subunidades a y 3 subunidades fi tal 

como se ven en la imagen del plano paralelo a la membrana (Fig. 2d) (Revisado en nido 
y Schafer, 1989; Lucken et al., 1990; Boekema y Bottcher, 1992), además de una septima masa 

en la cavidad central que corresponde mayoritariamente a la subunidad y(Boskema et  

al., 1990), esto se confirmó al observar que el complejo arlle-8 carece de dicha cavidad 

central (Fujiyama et al., 1990). Observaciones por microscopia electrónica, de las 
partículas F1  decoradas con anticuerpos (y Fab's) anti-a han evidenciado que en el 

arreglo hexagonal las subunidades a y 8 están alternada& (Fig 2a y 2d-f) Melle et al, 

1985; Lunadorf et al, 1985; Gogol et al 1989b). 

El estudio de la topología de lu subunidades del Fa  indica la siguiente 
estructura: En medio de la cavidad que forman las tres subunidades a entre sí, se 

encuentran las subunidades menores y, 8 y e (Fig 2d), ubicado todo este conjunto 

(a's,y,8 y e) en la parte baja del oligómero F1  (si consideramos abajo la membrana y 
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arriba el F1) (Fig 2d abajo-izquierda). Pero las subunidades a no hacen contacto entre 

sí, sino que se alternan por lo que es la parte inferior de las 3 subunidades 11 (Fig. 2d 

y 30. Por ello la cavidad central que se forma entre las subunidades 8 ea de menor 

diámetro (Bobina y Bottcher, neo. 
Las siguientes evidencias respaldan este modelo: i) Al medir la distancia entre los 

centros de masa de las subunidades a, se encontró que el triángulo formado 610.9 nm 

más grande que el que forman las subunidades 8 "eterna y Bottcher, 1992). ii) Las 

imágenes laterales de la enzima (perpendiculares al plano de la membrana) muestran 

al sector Fi  de la ATPasa membranal con forma de trapecio (Fig. 20 (Teupnin et al., 198% 

Lacten et al., 1990). iii) Las subunidades menores (y, 8 y e) se encuentran relacionadas 

fisicamente con el sector F0  (revisado por Senior, 1990). iv) Por otra parte están los trabajos 

de Gromet-Elhanan (revisado en Gromet, 1992) con la ATP sintetasa de R. rubrum (RF0F1 ) 

en donde las subunidad fi puede ser liberada de la ATPasa por tratamientos con LiC1 

y el resto de las subunidades del RF1  permanecen en las membranas. u) La difracción 

de rayos-X del FI  soluble a 9 Á de resolución muestra 2 ejes simétricos, en donde cada 

plano se compone de tres masas de igual tamaño (Amad et a1.,1992; Panel y Pedereen, 1983), 

este arreglo de 2 capas equivalentes de limeros, ha sido observado por microscopia 

electrónica, (Teuprun et al., 1984) y por dispersión de rayos X (Hereda et al., 1991a), y se ha 

deducido que la combinación de ambas capas da lugar al arreglo hexagonal. 

En la vista perpendicular a la membrana se observan 2 ejes; el inferior (mas 

cercano a la membrana) con tres masas alternadas por la parte baja de tres masas 

en el eje superior. La vista paralela a la membrana (observado desde arriba (sic)) 
muestra la imagen hexagonal (Revisado por Tiedge y &tater, 1989 y por Capaldi et al., 1992). En 
contradicción con el modelo del complejo Fi  de dos planos de trimeros, existen las 
imágenes de microscopia crioelectrónica presentadas por el grupo de Capaldi (Gogol et 

al., 1989b; Lucken et e1.,1990) y los análisis por procesamiento de datos obtenidos de 
micrograffas electrónicas de cristales bi-dimensionales de TF1  (Que es el sector Fi  de 
la bacteria term6fila PS3) (Ishii et al., 1993), en dichos trabajos se muestra una imagen 
de la vista lateral del complejo de 6 columnas cada una de forma elíptica, todas de 
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Figura 2.- a) Modelo que resulta de la estructura cristalogrelca de la AThintatasa de Molido de rata, 
a 3 A de resolución, Arriba vista superior. Abajo vista lateral Chamó de Timm el el.. 	b) Modele 
que resulta de la estructura del cristal de la ATPsintetua de coranin de bovino a te A de resolución. 
Arriba enzima completa. Abajo sección del mapa de densidad electrónica donde se aprecia la astna"ara 
de 90 A que recorre de abajo a arriba al complejo Charolo da atabe y Naliemne, toso. e) Izquierda modelo 
seccionado en madera balsa, donde se muestra la cavidad central de la PrATPasa, la barra indica arim 
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Derecha imágenes generadas por computadora de la vista superior (derecha arriba) e inferior 
(derecha abajo) de la ATPasa. Estas imágenes se obtuvieron a a partir de cristales bidimentionales 
cromado es [shit * si., iras). d) Izquierda esquema de la estructura de la PIATPaaa de cloroplasto 
mostrando el arreglo de u subunidadee ssgdn el procesamiento de imágenes de Moroso:opta 
electránice, como la que ee ve del lado derecho (Tomás Illoakeem y Botta«, 111111). 	Esquema de la Ps• 
ATPasa obtenido a partir de datos de diepenbin de rayoe•X de anulo corte (ibiesio &Estola *al, 1552.). 
O Izquierda fotografía obtenida por microscopia criodectrénica, de una vista lateral del P0F1.ATPasa. 
Derecha modelo resultante de lae evidencia. reportada» por el grupo de Capaldi, tal como se explica 
en el texto Calado Capahli si el., 1191/. 
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igual tamaño y paralelas las unas a las otras, lo mismo se visualizó en un estudio del 

complejo F1  analizado por dispersión de rayos X de ángulo corto (small-angle X-ray 

scattering) Mimo et al., 1983). 

Las subunidades menores y, 8 y e están ubicadas en la cavidad central, 

circundadas por el hexámero afilo  la subunidad y debe estar expuesta en cierta 

porción al exterior, lo que se ha demostrado por accesibilidad a anticuerpos 

monoclonales anti-y (Gogol et al., 1989b). Esta subunidad ocupa mayoritariamente la 

cavidad central, dos evidencias apoyan lo anterior: i) el complejo %gay (ensamblado 

a partir de las subunidades aisladas por separado) aun posee la cavidad central (Akay 

et al., 1989), no uf el oligómero 4138 (sin y) el cual carece de cavidad central "lama 

et al., 1990). ji) igualmente la masa central prevalece cuando las subunidades 8 y e se 

han eliminado por proteólisis (Gogol, et al., 1989b). 

El procesamiento  de imágenes de micrograllas electrónicas (vistas 

perpendiculares al eje F0-F1) reveló que la subunidad y tiene una forma elongada de 

50 A de largo y de 25-28 A de diámetro y recorre verticalmente al complejo F1. Por 

su parte las subunidades 8 ye se localizaron, entre la subunidad y y uno de los pares 

(Boekema et al., 1990; Boekema y Bottcher, 1992). La eliminación de la subunidad 8 

provoca una pequeña disminución de 13 A del diámetro total en la F1  de cloroplasto 

(CF1) (Boekema et al., 1990), es decir que la subunidad 8 influye sobre la posición entre 

las subunidades mayores a y fi, esto se apoya en lu observaciones de que el tiempo 
de correlación rotacional del CF1  disminuye un 25% aún cuando la contribución de 8 
a la masa total del CF1  es de un 5% (Schinkel y Humeo, 1998). El tratar de dilucidar la 
posición de la subunidad e, la mas pequeña del oligómero hidrofilico (F1), ha revelado 

que es el péptido mas dinámico, ya que su posición varía dependiendo del estado 

funcional de la enzima, lo cuál se apoya en las observaciones de que el llenado por 

nucleótidos de los sitios catalíticos modifica la polaridad en torno a un residuo de 

triptofano en la subunidad e (Solaini et a)., 1999). 
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La imagen cristalográfica a 6.5 A de resolución del sector Fi  de mitocondrias 

de bovino, obtenida a partir de cristales ortorrómbicos, fue presentada recientemente 

por el grupo de John. E. Walker (butter et el., 1993; Abrahame et al, 1993), previamente el 

grupo de Mario Amad reportó la difracción de rayos X de cristales trigonales, 

mostrando una estructura de la F1  (de mitocondrias de hígado de rata), a una 

resolución mayor (3.6 A) (Bianchbt st al., 1991). La discrepancia más importante entre 

estos dos reportes es que el modelo que presenta Amad es simétrico, y el de Walker 

asimétrico. 

La Fi  presentada por Amad y colaboradores (Bianchet et el., 1991) presenta las 

siguientes características (Fig. 2a): i) El oligómero presenta un eje de simetria triple 

en el cual cada unidad asimétrica consiste de un tercio del complejo Fi  y la estructura 

resultante necesariamente revela a una partícula altamente simétrica, en la que cada 

par a/O adyacente es identico a los otros dos, ii) las subunidades fi no hacen contacto 

fisicamente entre si, iii) las subunidades a si interaccionan entre si, pero solo cerca 

de la cavidad central, iv) entre a y fi hay una importante area de contacto, u) se 

determinó por identificación de los grupos SH, que parte importante de los sitios 

catalíticos se localiza en la interfase a/B y vi) no se pueden distinguir las subunidades 

menores y, 8 y e (Thomas et al., 1992). 

En contraste la estructura de la Fi  presentada por Walker (Abrahame et al, 1993) 

es altamente asimétrica, aunque el complejo de músculo cardiaco de bovino es 

escencialmente el mismo que el de hígado de rata (98% y 95% de similitud en las 

subunidades a y fi respectivamente). En este trabajo no se intentó delinear el 

contorno de las subunidades y establecer con ello la estructura cuaternaria del 

complejo, sus características principales son las siguientes: Se observa un tallo de 40 

Á de largo, en la base y que podría formar parte de el cuello que conecta a F1  con F0  
(Fig. 2b), junto a esta estructura existe una cavidad que penetra 35 A, y sugiere un 

lugar de inserción para parte de la subunidad b (Fig. 1c). La característica mas 

sobresaliente de este modelo es una estructura elongada, de un largo de 90 A y que 

atraviesa a Fi  del polo inferior al polo superior. Se constituye por una estructura «-

hélice de aproximadamente 60 aminoácidos, posiblemente de la subunidad y o 8 
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(Abizheme et el., 1993). 
Ninguna de las estructuras mencionadas se encuentran en el modelo de Amzel. 

Son también notables las discrepancias que hay entre la conformación de las 

subunidades menores y, 8 y e (y la cavidad central que ocupan) del modelo 

cristalográfico del F1  presentado por el grupo de Walker (Abolen' et el., 1993) con lu 

predicciones de la estructura tridimensional del complejo FrATPasa de la bacteria 

termofilica PS3 (TF1) (lehii et al, 1993), en estos estudios se empleó el procesamiento de 

imágenes de micrograllas electrónicas de cristales bi-dimensionales depositados sobre 

una superficie de mercurio, contrastados con acetato de uranilo. El modelo que se 

obtiene a 30 A de resolución muestra; en la cavidad de TF, una masa central de 28 

A de diámetro, ubicada a una profundidad de 34 A desde el polo superior, esta masa 

representa un 7-10% del volumen total del complejo (lehii et el., 1993). En cambio la 

imagen por difracción de rayos X de Walker muestra una estructura alargada de 90 

A de largo, sumamente delgada que estaría formada por las cc-hélices de las 

subunidades y y 8 (Abrahame et al., 1993). 

Las diferencias entre los dos modelos cristalográficos presentados hasta la 

fecha (discutido por Stokes y Nakamoto, 1994), podrían ser efectos estructurales de las 

subunidades de menor peso molecular y, 8, y e, provocados por arreglos distintos 

inducidos desde los sitios catalíticos. El Fi  de hígado de rata fue cristalizado por el 

grupo de Amzel, en presencia de ATP y fosfato de potasio, en cambio el grupo de 

Walker, utilizó AMP-PNP (un análogo no hidrolizable del ATP), ADP y Mg". Por lo 

tanto puede ser que el ATP y el Pi, no induzcan la perturbación ocasionada por las 

subunidades menores que si ocasionan el ADP, el AMP-PNP más el Me• y que 

ejercen un efecto sobre los sitios catalíticos provocando la asimetría. La influencia de 

los distintos nucleótidos (coordinados o no con el catión divalente) sobre la 

conformación de la F1  podria tener un sentido funcional, (jinducir. arreglos 

conformacionales?). Tal como es el caso de los distintos patrones de cristalización de 

la Na,KATPasa, provocados por cambios conformacionales de las subunidades 

menores en respuesta a la adición de nucleótidos, demostrado por un analisis de 

microscopía electrónica (Hebert et al., 1985). 
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Las estructuras derivadas de los dos cristales, podrían ser una oportunidad 

para entender la naturaleza de los cambios conformacionales en el complejo F1  y el 

papel de los nucleótidos y cationes divalentes. 

Con respecto a la influencia ejercida por el AT(D)P-Mg», sobre la conformación 

de la enzima, se ha podido determinar por medio del endibia por dispersión de rayos 

X que: desde el primer ciclo catalítico de la Fa-ATPasa, la enzima se expande un 6% 

de su tamaño, poco después de entrar en contacto con el substrato (Nekilterdtet al., leen, 

El puro hexámero ases  (que es capaz de hidrolizar ATP) en presencia de AMP-PNP-

Mg (análogo de ATP) cambia a una conformación mas compacta (Herede et al., 1991a; 

1991b), estas evidencias de gran plasticidad de la enzima, incluso han llevado a sugerir 

la existencia de estados compactos y expandidos relacionados con ciertos pasos 

catalíticos de la reacción de hidrólisis. 

Por medio de la técnica de "inactivación por radiación" se determinó el tamaño 

funcional del complejo F1, los resultados de este trabajo mostraron que tanto para la 

hidrólisis como para el recambio ATP-Pi el tamaño funcional es de 300(*35) kda (Me 

et al., 1993). Por tanto, en cuanto a los cambios conformacionales mas generales, la 

hidrólisis presenta un patrón similar al de la síntesis. 

Los estudios de la ATP sintetasa de la bacteria termofflica PS3, permitieron 

inferir en parte los importantes efectos del AT(D)P-Mg, sobre el sector TF1. El 
complejo de este organismo termoresistente es el único que permite la formación del 

hexamero («A) a partir de una mezcla de subunidades a y e 1:1, sin requerir de ATP 

y Mg" en el medio, a diferencia del F1  de organismos mesdfilos que si requiere de 
dichos substratos (Dunn y Futei, 1980). Por medio de cromatograffa líquida de alta 
presión (HPLC) se aisló el heterodfmero alai  (PM: 106 kda) producto de la disociación 
del hexámero c(3133  (PM: 319 kda) por adición de ADP•Mg", por el contrario si al 

heterodímero (también capaz de hidrolizar ATP) se le agrega ATP•Mg" se ensambla 

un hexámero funcional, y al diluir varias veces dicho hexámero este vuelve a 

disociarse en ctifli  a menos que en lugar de ATP.Mg" se adicione el oanállogo no 

hidrolizable del ATP, AMP-PNP.Mg", por tanto la interconversión hexámero- 
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heterodfmero es reversible. Se concluye que los cambios conformacionales inducidos 
desde los sitios catáliticos involucran regiones de contacto protefna-proteína (Mude 
et al., 1991b; revisado por Kagawa et a1.,1992). 

El grupo de Capaldi ha determinado la influencia que tienen los substratos y 

productos de la catálisis, sobre los arreglos de las subunidades menores y, 8 y e, 
entre ellas y con respecto a loa pares aJü. Las diferencial encontradas entre la Fi  que 
ha estado en presencia de ATP•Mg~ o ADP + Mg" + Pi, y la enzima con ATP + 
EDTA, se resumen a continuación: 
i) Cuando el AT(D)P•Mg está presente las subunidades y y e son inaccesibles a la 
protedlisis por tripeina, en cambio, si se agrega el quelante EDTA estas mismas 

subunidades son rápidamente digeridas por la tripsina (3regi y Hou, 1987; &tendel-Hedvig 

y Capaldi 1991). 
En una mutante de E. coli en la que se introduce una &teína en lugar de la 

Serina de la posición 8 de la subunidad O, se logra establecer un entrecruzamiento 

químico con TFPAMs de la subunidad y con la d, con alta el ciencia si el 
entrecruzamiento se realiza en presencia de AT(D)P•Mgr y con boja ,..ü.lciencia si es 
en un medio de ATP + EDTA. 

iii) Las subunidades A y e se entrecruzan covalentemente por EDC de manera 

considerable en presencia de nucleótidos y el cation divalente Mg'', pero no así en 
presencia de ATP únicamente (Mendel-Hartvig y Capaldi, 1991). 
iv) En la F1  de E. coli un cambio en la posición 108 de la subunidad e de una cerina 
por cistefna, permite realizar un entrecruzamiento con TFPAMs entre las 
subunidades e y y, si se ha incubado previamente al complejo con AT(D)P•Mg~. Si 
la enzima ha estado en contacto solamente con el ATP, entonces el entrecruzamiente.  
E-a es poco eficiente, y el e-y es alto (Ander et 414990. 
u) La subunidad y se ve mas cerca al par a/11 al cual la subunidad e permanece 
adyacente, cuando el sitio catalítico esta ocupado, pero cuando solo los sitios 
reguladores estan ocupados, la subunidad y no muestra preferencia alguna por 
asociarse al par a/O relacionado con e (Gorld et a1,1990). 
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blEavasmo cAntunco EN F, 
Se han detectado seis sitios capaces de pegar nucleótidos en el complejo F1  (VAN 

et al., 1983; Podio et al., 1984b). En tres de ellos los nucleótidos no se recambian durante 

la hidrólisis (Cresa y Mili, 1982) ni la síntesis de ATP (sitios no-catalíticos o no-

intercambiables) Mies et al., teas) por lo que se ha propuesto, para los nucledtidos que 

les ocupan un papel estructural, regulatorio e inclusive funcional. Los otros tres sitios 

sí se recambian por los nucleótidos del medio (catalíticos o intercambiables), aunque 

está en discusión cual es el número de ellos que son funcionales durante la catálisis. 

En cuanto a su localización, se ha determinado por marcaje de afinidad, que 

los sitios no-catalíticos se encuentran en la interface a-11 pero mayoritariamente en 

la subunidad a (Zhuo et al., 1992), también los sitios catalíticos *atan en la interacción 

que forman 8 y a pero principalmente en 11. Esto explica porqué lu subunidades 

aisladas no pueden hidrolizar ATP y los heterodímeros son funcionales (Harada et el, 

1991b), además de que resuelve las discrepancias, en cuanto al numero de nucleótidos 

que puede pegar una subunidad a o 8 (Grornet-Elhanan, 1992). 

Existe una amplia discusión acerca de el número de sitios catalíticos 

funcionales durante la actividad del 

Por su parte J.H.Wang propone el modelo de un sitio, basandose en la 
modificación asimétrica del F1  ya que observa el marcado de sólo una de las 

subunidades 11, empleando el reactivo NBD-Cl (7-cloro-4-nitrobenso-2-oxo-1,3-diasole) 

(Wang, 1985 discutido por Wang, 1988). 

Otros grupos han reportado otros marcajes en los que DCCD y un análogo de 

nucleótidos se unen a 2 de las subunidades 8 dando lugar a la propuesta para un 

modelo de 2 sitios (Yoehida et al., 1982; Bullough et al.,1991). La evidencia más convincente, 
en favor de este mecanismo, son los experimentos efectuados por el grupo de 

Masakuke Yoshida basados en estrategias de ingenería genética donde logra tener 

subunidades 8 modificadas en el sitio catalítico que pueden reconstituirse en el 

número deseado (1, 2 d 3) con los otros tipos de subunidades dando lugar a complejos 
Fi  con todas las subunidades 8 modificadas, con sólo 2 subunidades 8 alteradas y 1 
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normal o con 1 subunidad A modificada y 2 no modificadas, solo esta última clase de 
complejo fue funcional (Miga et al., 1989; discutido por Bardan si 1991). 

Paul D. Boyer y colaboradores propusieron un mecanismo de tres sitios 
catalíticos, este esquema se conoce como "el modelo de cambio de afinidad" ("idnding-

chante model") e involucra la participación de 3 sitios catalíticos akernandose 
secuencialmente durante la reacción. (Resina et el., 1977; Nackney y Boyer., 1978; Croes y Ralla, 

1982; Croes, 1988). Un experimento que sin lugar a duda, concuerda con dicho modelo, 
es el que elaboraron Grubmeyer y Penefsky (1981) que consistió en observar la 
hidrólisis de la FrATPasa en condiciones sub-estequiométricas de ATP, es decir 
colocando el ATP necesario para que sólo un sitio (el de mayor afinidad) sea llenado, 
a esta condición se le conoce como "hidrólisis unleitio" presentandose una actividad 
muy lenta cuyo paso limitante es la liberación del ADP producto de la hidrólisis. Un 
fenómeno de cooperatividad es evidenciado al agregar ATP extra a la condición uni-

sitio, ya que el aumento en la velocidad de consumo de ATP es del rango de seis 
ordenes de magnitud. De esta forma se llegó a la conclusión que la unión de ATP en 
un sitio induce la liberación de ADP y Pi del sitio donde la hidrólisis ración ha 
ocurrido, lo cuál es el paso limitante de la reacción. 

Aún se desconoce el mecanismo que catoliza la reacción ATP n ADP + Pi que 
ocurre dentro de los sitios catalíticos de la F0F1-ATPasa, a pesar de que se han 
localizado las zonas de la enzima donde se lleva a cabo (Revisado en Animo et al., 1992 y 

Gromet-Elhanan,1992) y los residuos posiblemente involucrados (Revisado por Futaietal.,1989 

y Ponofsky y Cross 1991), no existe una explicación sobre como la participación de los 
residuos en el evento químico. Una posible fórmula para la hidrólisis del ATP (que 
no invoca un intermediario fosforilado) es la deeprotonacidn de una molécula de agua 
por una base en el sitio activo, que induzca un ataque nudeofflico por el OH' 
resultante y la posterior protonación del fosfato hidrolizado por un grupo álddo 
estratégicamente localizado en el dominio catalítico (Know!" 1900). Los residuos que 
aportan la base y el ácido en el sitio catalítico no han podido ser identificados con 
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precisión, en parte porque toda la batería de ensayos de mutagénesis dirigida, con el 
fin de sustituir residuos y observar sus efectos, han sido planeados sin la estructura 

detallada del complejo enzimático; por ejemplo, hay mutaciones que alteran 
fuertemente la cooperatividad y no la catálisis directamente (hidrólisis uni-sitio 

normal) y que seguramente involucran interacciones protefna-protefna o estabilidad 

estructural. 

LA ATP SINTETASA DE Rhodompirillum rubrum 
R. rubrum es un organismo que puede desarrollarse fotoheterotróficamente al 

igual que como un organismo respiratorio, al parecer para ambos tipos de 

metabolismo emplea a la misma ATP sintetasa (Baccarini-Melandri y Zanonl, 1978), tanto 

el mismo sector Fi  (En Rb. capsulota Melandri et al, len) como el mismo Fo  (Schmitt et al., 

1981). 

La ATP sintetasa esta codificada por un operan bi-cistrónico, una región 

codifica para las subunidades del sector F1 (8775 pares de bases) (Falk et 1986) y otra 

lo hace para las subunidades del F0  (4240 pares de bases) (Falk y Walker, 1988). A 

diferencia de la enzima de E. coli que está codificada en un operón monocistrónico. 

El Mi  en la membrana del cromatóforo se encuentra rodeado por un anillo de 

lfpidos con un elevado contenido en ácidos grasos saturados (Oelee et at., »so). Sintetiza 

ATP aprovechando el gradiente electroquímico generado por cadenas transportadoras 

de electrones, requiriendo un epa. umbral de 90 mV con una velocidad de 200 molas 
de ATP por mol de F0F1  por segundo (Slootan y Vandenbranden, 1989). Dicho complejo 
muestra una inhibición en su actividad hidrolftica de ATP.Mg" de un 70% por 

Oligomicina y por DCCD (Oren y Gromet-Elhanan, 1977; Schneider et al., nao) y de un 30% en 
su hidrólisis ATP•Ca" (Schneider et al., 1980). 

Con un peso molecular de aproximadamente 650 kda y un diámetro de 15.5 nm 
(Nawroth et al., 1983) el complejo FoFrATPasa de R. rubrum (RF0FI) ha sido aislado 
íntegramente y caracterizado por varios grupos (Oren y Gromet-Elhanan, 1977; 197% Schneider 
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st al., 1940). Al purificarse mantiene sus propiedades originales ya que al reconstituirse 
en vesículas de fosfolípidos recupera la habilidad de acidificar la membrana (Schneider 

st al., 1980), al hidrolizar ATP•Mg" y de sintetizar ATP•Mg" como respuesta a 

gradiente. electroquímicos inducido. (oren st al., 1980). 

El sector RF1  (383 921 daltone) también a sido purificado y caracterizado 

individualmente (Johamos st al, 1972) y puede ser reintegrado a la membrana 

recuperando sus características originales (Gromet•Slhanan, 1974). Se ha obtenido la 

secuencia nucleotftlica de los genes que codifican para las subunidades 

(55 026 kda), 0 (60 852 kda), y (32 437 kda), 8 (19 543 kda) y e (14 307 kda) (Falk st 

al, 1985). 

Se ha identificado que el oligómero RF1  tiene grupos sulfihidrilos reactiva 

(Corta: et al., 1983) así como importantes residuos de tirosinas expuestos (IChananehrilli y 

Gromet-Elhanan, 1983), ademas de 2 grupos carboxilos esenciales (Cecearen' y Vallejoe, 1983) 

El heterodfmero funcional a8 de R. rubrum puede aislarse por extracciones con 
LiCI (Andratojc y Harria, 1992) y posee un sitio no-catalítico y uno catalítico o 

intercambiable (Andralojc y Harris, 1993). 

La enzima membranal (F0F1) muestra una mayor actividad en presencia de 

Mg" y la soluble (F1) en presencia de Ca". La liberación al soluble del sector F1  al 

parecer provoca un cambio en el arreglo de la enzima y de sus propiedades 

funcionales lo que puede ser observado por el distinto comportamiento cinético en 

cuanto a la dependencia del catión Bivalente coordinado al ATP (Johaneeon st al., 1973), 

situación que tambien se cumple en R. sphaeroides (Mullir st x1.,1983). 

Como posible explicación a este fenomeno se ha sugerido que la F1-ATPasa de 
I?, rubrunt posee de un sitio regulatorio, para cationes divalentes y las diferencias 

entre la enzima membranal y la soluble se deben a un cambio en la conformación de 

este sitio (Edwards y Jackson, 1978), que es sensible al exceso de Mg" inhibiendo la 
cooperatividad entre los sitios catalíticos (Andralojc y Harris, 1990. 

Sin embargo la pérdida de capacidad del complejo F1  de hidrolizar ATP•Mg" 

y la aumentada habilidad de hacerlo para ATP•Ca", no se debe a un cambio en la 

afinidad por los substratos ya que la hidrólisis de ATP-Ca es inhibida 
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competitivamente por Mr (ldwarde y Jeckeon, 1978), además de que la subunidad 
aislada es capaz de pegar ATP-Mg'• pero no uf ATP-Ca" »met-Manen y We(ee, 1989). 

De hecho la actividad de ATPasa en presencia de magnesio permanece latente y 

puede estimularse por ciertos detergentes (Norling et al., uee), lo que paralelamente 

induce una inhibición de la habilidad de hidrolizar ATP-Ca (Norling et al., 1988). 

Pick y Weiss (1988) reportaron que la actividad de ATPasa de la enzima de 

Cloroplasto, en presencia de Ca**, no forma un potencial electroquímico, esta falla en 

el acoplamiento de la hidrólisis ATP•Ca~ con el bombeo vectorial del protón fue 

descrita un año despues para R. rubrum (8trid y Ny!" 1999; Gromet-Elltenen y Wel:ejem 
Montero-Lomelf et el., 1989). 

El comportamiento del complejo Fja  en el cromatóforo cambia mucho en 
relación al catión divalente presente, con Ca" no es capaz de realizar fotofosforilación 

(Strid y Nyren, 1989) ni de sostener el recambio ATP-51Pi (Itonterolotnelf et 	1989). La 
única explicación que se ha sugerido a la fecha invoca un mal acomodo del ATP-C.. 

dentro del sitio de unión a nucleotidos en base al tamaño mayor del ida ea' con 
respecto al Mg" (Strid y Nyren, 1989), 	• 

El heterodímero funcional atl de R. rubrum muestra una actividad hidrolítica 
específica de 110 nanomoles•mind•rngl  y poca discriminación entre ATP-Mg" y ATP- 
Ca" (Andralojc y Hanis, 1993). 

Bacterias. Púrpuras no-sulfurosas (PNSB) 
ANTECEDENTES DEL GRUPO PNSB 

En 1887 el alemán E. Esmarch buscaba encontrar bacterias putrificantes, para 

lo cual sumergió a un ratón muerto de septicemia en un recipiente con agua destilada 

y tras esperar tres meses examinó el resultado, entre los muchos microrganiamos que 

encontró, pudo aislar por medio de una gelatina con nutrientes, colonias de un color 

púrpura brillante de microbios en forma de espiriloa y de carácter heterotrófico 

(Esmarch, 1887). Bacterias muy similares (bacterias purpuras) habian sido reconocidas 
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por Engelmann (1883a y 1883b) quien demostró su habilidad fotosintética y sugirió su 

incapacidad de producir oxígeno (Engelmann, 1884; 1888a; 1888b ; 1888c), esto fue 

complementado posteriormente en una serie de experimentos que evidenciaron que 
estos organismos facultativos pueden realizar fotosíntesis pero no producen oxígeno 

y que dependen de fuentes de carbono para su desarrollo adobe" non Sin embargo 

es hasta 1954 (Johneton y Btawn, 1964) cuando, en experimentos con »0 como marcador, 

se confirma esta anoxifototroifa. 
Estas peculiares bacterias fueron ubicadas en un orden llamado 

Rhodobacteria (Moho" 1907) que incluía a las actualmente llamadas Bacterias 

púrpuras no-sulfurosas y a las Bacterias púrpuras sulfurosas. Posteriormente estos 

grupos fueron separados por Pfennig y Triiper (1971) y PNSB quedo como el orden 

Rhodospirillalet, pero como ya se mencioné antes el fenotipo fotosintético no ea el 

único criterio de clasificación y con base en otros aspectos de tipo molecular PNSB se 

ubicó dentro de los subgrupos a y B de la clase Proteobacteria (Stackebrandt, 1985; 

Woese, 1987; Stackebrandt et al., 1988) la más compleja colección de fenotipos diferentes y 

metabolismos variados, cuyos parentescos relativos se contraponen con las 

clasificaciones clásicas y cuyo ancestro común se piensa era un organismo fototrófico 

(Gil:son et al., 1980; Seewaldt et al., 1982). 

UBICACIÓN FILOGENÉTICA DEL GRUPO PNSB 

La gran diversidad organísmica puede ser dividida para su estudio en tres 

grandes Dominios: Arquea, Eucaria y Eubacteria, dentro de este último, hay tres 

grupos principales de bacterias fotosintéticas anaerobia.: las bacterias verdes 

sulfurosas, las bacterias purpuras sulfurosas y las bacterias purpuras no-sulfurosas. 

Las bacterias púrpuras no-sulfurosas (PNSB) se agrupan en seis géneros que 

pertenecen a un conjunto natural (filogenético) recientemente nombrado 
Proteobacteria (Proteus: Dios griego del mar capaz de asumir formas distintas. 

Bakterion: pequen° bastón) que incluye a las 'Bacterias púrpuras y a organismos 
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relacionados" y en donde también hay representantes no-fotosintéticos como los 

géneros Escheriehia, Nitrobacter, Desulfovibrio, o Paracoccus (Stackebrandt et a1.,1988). 

Existen análisis de comparación de secuencias (Wous et al., 1984a; 1984b; Woess, 1987), 

basados en catálogos de RNA ribosomal 16S, que demuestran que ciertas especies de 

bacterias púrpuras no-sulfurosas están mas emparentadas con organismos de 

metabolismo no-fotosintético, como es el caso de Rhodopseudomonas palustris y 

Nitrobacter winogradskü, que aunque son líneas filogenéticas muy cercanas, el 

primero es un organismo fotoheterotrófico facultativo y el segundo un aerobio estricto 

(Seewaldt et al., 1982; Woeee et al., 1984a), otro ejemplo son el fotohetertítrofo Rhodobacter 

sphaeroides y el litoautátrofo Panacoccus denitriftcans (Woess, 1987). Existe la 
posibilidad de que estos representantes no-fotosintéticos provengan de especies que 

perdieron la capacidad de fotosintetizar anoxigénicamente mientras colonizaban 

ambientes aeróbicos y obscuros (Gibeon et al., 1980; Seewaldt st al., 1982; Madipn, 1988). 

Las Bacterias púrpuras no-sulfurosas (Pfennig y Truper, 1989) han sido definidas 
por Imhof y colaboradores (1984) basándose en características moleculares en 
combinación con otro tipo de atributos; morfológicos y fisiológicos. Sus seis géneros 

son: Rhodospirillum, Rhodopila, Rhodobacter, Rhodopseudomonas, Rhodomicrobium 

y Rhodocyclus ubicados en dos de las principales ramas de la clase Proteobacteria 
(Stackebrandt et al., 1988). 

Esta clase posee cuatro grupos o ramas principales designadas a, fi, y, y 8; de 
ellas sólo las tres primeras albergan representantes fotosintéticos (Fig. 3a). La rama 
alfa contiene en su mayoría a las PNSB, junto con bacterias no fotosintéticas, ésta a 
811 vez se divide en tres subgrupos; El al contiene a las especies del genero 
Rhodospirillum, a2 las especies de Rhodopseudomonas y Rhodomierobium, y en alfa 
3 esta incluido Rhodobacter sp. Mime st al., 1984a). En la reina 8 (Vieses st el., 1984b) sólo 
hay un género representante de las Bacterias Púrpuras no-sulfurosas que es 

Rhodocyclus (Fig. 3a) con tres especies muy similares entre si pero bastante distintas 

a las otras PNSB, su RNA ribosomal 16S pertenece a la superfamilia IV, mientras 

que el 16S de las otras PNSB es característico de la superfamilia II (Gillia eta)., 1982). 

Además de que hay evidencias de que los genes del complejo fotosintético de 
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ANUNCIES 

Figura 9.- a) Arbol filogenético de lu 4 subdivisiones de las bacterias perpetras y e/palean* elapireatacks, basado un la 
comparación de secuencias de RNA ribosonial 188. En la subdivielén a ee enweentran esine npreseatantes. 1, Rhadorpirillson 
rubrum. 2, Agrobacterium tunsefaciens. 9, Riodopessmioneorms palaistris. 4, km scielogiAils. O, Rksbbadsr ospsedels. 11; 1, 
Neiaseria gonorrhoeae. 2, Spirillsom uoliemae. 3, Nitroso:4am muldforiedii. 4, ilhadoeyeleis piscinas.. f, Ria. peupeireeis. 
1, Chromarium vinoeum. 2, Lesions& poseussopAils. 3, hodaraoras aesiogrisess. 4.Ardesedneseer aelanieseinie. ImikerkAis 
coli. 8; 1, Mys000ccus salatha s. 2, Desulfovibrio derailfirásist. 3, Idoliovábrio Nalpil. 4, &molleaba', poseelsi. O, 
Des ulfuromonas auto:ideas. Como grupo s=umo se alabé* Therstatrieliseritisesy a Raedlas su6MW theadekWare,040. 
b) Representación esquentettica del origen de lo eueeriontee, entre las tres linees que eentribuyeren a diehe erigen Me la 
rama de las bacterias ptirpuras no-sulniroses, que eon considerados como esdeseendientes de las mitesendrias rfewisieretheidi 
y Ochwarts, 1960). 
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Rhodocydue fueron adquiridos por transporte horizontal de genes provenientes de 
Rhodoopirillum (Naguhima et al., 1993). 

El grupo a de Proteobacteria ha sido propuesto como el conjunto filogenético 

co-descendiente de las mitocondrias (Fig. 9b) Murena y Dayhort, 1978; Dayhoff y Eldwarta, 

1980; Villanueva et al., 1985; Yang et al., 1988; admiren et al., leso, ya que los organismos 

Eucariontes se originaron a partir de un evento endoeimbi6tico entre un miembro de 

esta subclase con el organismo predecesor del núcleo-citoplasma (posiblemente el 
género Thermoplasma) (Margulia, 1981; 1993). 

Hay pocas variantes morfológicas en PNSB, la mayoría son bidones, cocos o 

espirilos de distintos tamaños, algunas especies poseen un flagelo polar, subpolar o 

peritrico, y otras son no mótiles. 

HABITAT DE PNSB 

Las Bacterias púrpuras no-sulfurosas también llamadas Rhodospirillaceae 
(Pfenning y Troper, 1971; 1989; Pfenning, 1978a) son organismos acuátioos que crecen en 
medios ácidos de un pH entre 5 y 6 y nunca se desarrollan sino es a expensas de 

organismos estrictamente heterótrofos, debido a que son incapaces de despolimerizar 

substancias como la celulosa, la quitina, lípidos o proteínas, de manera que no puede 

obtener sustratos orgánicos (como fuente de carbono) a menos que lo haya en el 

medio. Es por eso que Rhodospirillaceae coexiste con otros microrganismos 

heterótrofos con poca abundancia (generalmente menos de 10' • lita  (Kaiser, nes)), en 
lagos y pantanos meromfcticos (donde el fondo nunca se mezcla y no hay recambio) 

alimentados por mucha materia en descomposición, como agua de cañerías o de 
desechos industriales (Ruttner, 1969). La composición de estos lagos permite una 

estratificación en donde el oxfgeno disminuye conforme aumenta la profundidad 
(Pfennig y Triiper, 1971; Pfennig 1978a). En el hipolimnion (el estrato profundo, fangoso y 
anaerobio) es donde habitan las Bacterias púrpuras no-sulfurosas. 

Las bacterias púrpuras no-sulfurosas se encuentran también en aguas de 
desechos generados por humanos o fuentes industriales que pueden contener 

cantidades considerables de materia orgánica, como es el caso de la cañería en los 
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mataderos (Plannii, 1978b). 

Un habitat de Bacterias púrpuras no•sulfurosas se reportó en un lago, donde 

se vacían desechos de una industria que opera en Minnesota (Jon" 1955), el cual tenía 

una apariencia fangosa de un intenso color rojizo ademó de un penetrante olor a 

putrefacción. Se dedujo que la combinación de abundante carga orgánica junto con 

cantidades bajas de sulfatos, prmitieron el desarrollo de estos organismos. 

Basándose en un estudio realizado en una planta de tratamiento de aguas 

negras en Góttingen (Mut e! al., 1970 se encontró que probablemente los miembros de 

la familia Rhodospirillaceae juegan un papel minoritario en lu transformaciones de 

materia orgánica en comparación con bacterias hetenStrofaa (presentes en un rango 

superior de hasta 1000 veces). 

En Japón el grupo de Kobayashi (1975) ha demostrado que las aguas negras se 

pueden procesar utilizando a estas bacterias como catalizadores para remover la 

materia orgánica, azufre y compuestos nitrogenados. También se ha experimentado 

con excelentes resultados, en la adición como biomasa de estas bacterias a la comoda 

de aves en granjas avícolas y como fertilizante (fuente de nitrógeno) en cultivos de 

cítricos y producción vegetal en general {Kobayashi, 1982). 

Existe la descripción de una Bacteria púrpura no-sulfurosa endosimbionte de 

un ciliado marino anaerobio o microaerofflico, llamado Strombidium purpureum 

(Fenchel y Bernard, 1993) dicha PNSB contiene bacteriodorofila a y el carotenoide 

spiriloxantina. 

El cultivo de Rhodospirillum rubrum ha sido empleado para la producción de 

H2  para su empleo como combustible, las bacterias son inmobilizadu en bioreactores 

de 20 litros (18 Kg de bacterias) donde el R1  es recuperado en reservorios especiales 

(Karubo y Suzuki, 1988). 

FISIOLOGÍA DE PNSB 

Las PNSB son un grupo fisiológico/ecológico definido por su fenotipo 

característico fotosintético, en el cual su substrato donador de electrones en vez de 

H20 lo constituyen compuestos como azúcares o ácidos orgánicos (succinato, piruvato, 
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lactado. etanol, etc.) que además pueden ser la fuente de carbono; así el oxígeno no 

es un producto de la fotosíntesis (la liberación de O, es una 
característica de las cianobacterias y las plantas debida a que el agua es el donador 
de electrones para la reducción del NADP a NADPH requerida para•la fijación de 

CO2). Estas bacterias no forman glóbulos de azufre elemental en el interior, cuando 
se desarrollan de forma fotoautotrófa, en contraste con Ectothiordospiriaceae 

(Bacterias púrpuras sulfurosas). 
Por lo que respecta al metabolismo las bacterias Púrpuras no-sulfurosas, son 

quizá, los organismos más versátiles del planeta, en condiciones de anaerobiosis y luz 
crecen como fotoheterótrofos, utilizando varios substratos orgánicos, o como 
fotoautótrofos si utilizan hidrógeno molecular o en algunas especies, sulfuro como 
donador de electrones y CO2  como fuente de carbono. Si el azufre elemental es 
formado como subproducto de la oxidación aparecen glóbulos de sulfuro en el exterior 
de las células. Bajo condiciones de microaerobiosis a aerobiosis en oscuridad, muchas 
especies pueden crecer como heterótrofos utilizando compuestos orgánicos como fuente 
de carbono y energía. 

En Anaerobiosis y oscuridad realizan fermentación e inclusive logran 
metabolismo litotrófico (Pfennig, 1978a). La mayoría de las especies requieren de factores 
de crecimiento como biotina, niacina, tiamina o ácido p-aminobenzoico. 

FOWSINTESIS EN PNSB 
La reacción generalizada de los organismos fotosintéticos se representa en la 

ecuación propuesta por Cornelis Bernardus van Niel (van Niel, 1930; 1936; 1931 1941): 

CO, + 21I,A + 4hv --> C11,0 + 	+ 2A 

Los tres postulados principales del mecanismo, tal y como fueron propuestos 
en 1936 (van Niel, 1936; Orinerod, 1997) son: 
1) En una típica reacción fotoquímica el pigmento absorbe energía de luz radiante y 
se activa de forma que actda como un donador de electrones. 
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2) Reducción del ácido carbónico por un fotopigmento activado. Esta reacción procede 

en la oscuridad y transforma al fotopigmento en un complejo oxidado que ya no puede 
actuar como un donador de electrones, hasta que ha sido reducido y vuelve a su 

estado inicial. 

3) Ahora ocurre una reacción de óxido-reducción en la que el complejo oxidado es 

reducido. con la ayuda de un donador especial de hidrógeno 11,A. Esta reacción re-

establece el estado inicial del fotopigmento con la formación simultanea de un 

producto de oxidación A. 
En cloroplastos y cianobacterias H,A corresponde al agua y se produce O,, en 

bacterias fototróficas (fotosíntesis anoxigénica), la bacterioclorofila es reducida a su 

estado original con hidrógeno derivado de lieS, H,, o compuestos orgánicos 

(succinato, malato, etanol, etc.) con un potencial redoz más bajo que el agua; al no ser 

11,0 la fuente de hidrógeno no se produce Os, esto está vinculado al hecho de que 

opere un sólo proceso fotoquímico con la utilización de un único fotosistema Se han 

reconocido estrechas similitudes entre este complejo fotosintético de bacterias 

fototróficas y el fotosistema 11 de cloroplastos (Wraight, 1982). 

La transferencia de electrones sin producción neta de especies químicas 

oxidadas o reducidas, es una caracteristica de la fotosíntesis en Bacterias púrpuras 

no-sulfurosas (Baccarini-Melandri y Zannoni, 1978; Amen y Knaff, 1988; Princ., 1990) en este 

proceso la luz es absorbida por un complejo antena bacterioclorofila-proteína y la 

energía transferida a un centro de reacción fotoquímico P870 (P de pigmento y 870 

es la del pico de absorción en estado oxidado) en donde ocurre una separación de 

cargas. P870 se oxida y un aceptor primario de electrones se reduce. Después los 
electrones son transferidos de manera cíclica (fosforilación cíclica (Gest, 1980 a través 
de varios componentes redoz (quinonas, ferroproteinas no-hérnicas y citocromos), como 

consecuencia protones son bombeados al interior de invaginaciones de membrana, 

llamadas cromatóforos (Cohen-Basire y Kunisaws, 1983), que se acidifican formado así un 

potencial electroquímico, dicho gradiente es disipado por la enzima ATPsintetasa y 

como producto de ello se sintetiza ATP. 

Los singulares eventos de este proceso han sido dilucidados por técnicas 
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espectroscópicas, los detalles quedan fuera del principal interés al que se enfoca este 
texto que es el proceso de fotofosforilación o síntesis de ATP, para una revisión del 

proceso fotosintético en PNSB y de la estructura de sus componentes revisar a loe 

siguientes autores: Stanier y Cohen-Basire (1967), Ames: (1978), Clayton (197$), Prinoe 

y Dutton (1978), Baccarini-Melandri y colaboradores (1981), Gest (1962), Evans y 

Heathcote (1983), Parson (1967), Packham y Barber (1tan), Prince (1990) y Deisenhofer 

y Michel (1992). 

ShrrEsrs DE ATP EN PNSB 

En el año de 1943 Ruben sugirió que la energía luminosa se puede convertir 

a energía química en forma de enlaces fosfodiester durante la fotosíntesis (Ruben, 1943), 

esto fue demostrado en 1948 utilizando como marcador •P que al monitorearse 

mostró que la iluminación de R. rubrum en condiciones de anaerobiósis provoca un 

consumo de Pi (Gest y Kamen, 1948). 

Se pensaba que la capacidad fotofosforilante en Bacterias púrpuras no-

sulfurosas estaba asociada a la membrana. Estudios de microscopla electrónica 

mostraron estructuras lamelares en el interior de las células (Niklowits y Drewe, 1955), 

este aumento en superficie por invaginación de la membrana citopldsmica, se 

considera una adaptación a la captación de luz en condiciones fotoheterotróficas ya 

que las invaginaciones no se observan en los microorganismos crecidos 

heterotróficamente. Schachman y colaboradores (1962) encontraron que al romper con 
alumina a R. rubrum se podía aislar por ultracentrifugación, una fracción 

conteniendo todos los pigmentos fotosintéticos, el coeficiente de sedimentación fue de 

190 S, el tamaño de las partículas obtenidas era de 60 mil de diámetro y sus 

espectros de absorción eran idénticos a los de las células intactas a estas vesículas se 

les llamó CROMATOFOROS. Es decir que las invaginaciones tubulares de 

membrana forman vesículas selladas al momento de romper lu células 

mecanicamente y estas se pueden aislar mediante ultracentrilbgaclón o gradientes 

de densidad (Schachman et al., 1952; Frenkel y 'llaman, 1969; Cohen-Bistre y Kurdas" 1983; 

Worden y Slotrom, 1964). 
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Los cromatóforos de R. rubrum se caracterizan por tener un diámetro promedio de 
600 A, el ancho de su bicapa es de 55 A y su volumen es de 1.13 x 10' A' 	et al., 

1909). Estos tienen un alto contenido de proteína que va de 70 a 80% y su ndmero 
varía de 4000 a 6000 por célula dependiendo de la intensidad luminosa en que se 

desarrolle la bacteria. 
Albert Frenkel (durante una estancia sabática con el Dr. Lipmann), descubrió 

que extractos de R. rubrum (cromatóforos) eran capaces de fosforilar ADP cuando se 
iluminaban bajo condiciones de anaerobiosis, identificando el ATP producido por 
medio de fosforilación de glucosa catalizada por hexoquinasa (Prenkel, 1950. 

La actividad reversa de la síntesis de ATP (su hidrólisis) fue descrita 

posteriormente para los cromatóforos de R. rubrum (Prenkel 1958; Bese y Gol, 1985). 

La síntesis de ATP acoplada, por un mecanismo quimosmótico, al transporte 
de electrones fotosintético quedó demostrada con los descubrimientos siguientes: 
1) Los inhibidores espedfices del tranporte de electrones, como el HOQNO (2-Heptil-
4-hidroxiquinolina-N-oxido) (Smith y Baltacheffeky, 1958; 1969), la antimicina A (Gen« y 
Lipmann, 1960; Baltacheffaky y Baltacheffaky, 1960), el HHNQ (2-Hidroxi-3,1-w-ciclohexiloctil-
1,4-naftoquinona) (There et al., 1968), o el DBMIB (dibromotimoquinona) (Baltad►etbky, 
1974) inhiben la fotofosforilación del ADP a ATP. 
2) Se observó una inhibición del 50% de la producción de ATP con el desacoplante 2,4 
dinitrofenol (Frenkel, 1954) (el efecto del 2,441initrofenol, se postuló, era el mismo que 
operaba en mitocondrias impidiendo la esterificación del fosfato Mater, 1950 además 
del reporte en que, el 3,5-diiodo-4-hidroxibenzoato (Hoch y Lipmann, 1954), el dicumarol, 
la gramicidina (Baltscheffsky y Saltacheffeky, 1980) y los ionóforos valinomicina y nigericina 
More et al., 1968) también inhiben dicha fotofosforilación. Por otro lado el 2,4 
dinitrofenol, el CCCP (Fiaher y Guillory, 1987), y el FCCP More et al., 1959) además de su 
efecto como desacoplantes del transporte de electrones con la síntesis, activan la 
hidrólisis del ATP (en ausencia de luz). 
3) El recambio ADP-"C f+ ATP fue descrito en cromatóforos de R. rubrum (Horio et al., 

1964), esta reacción es dependiente de la presencia de Mg»  o Mn'', su pH óptimo es 
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de 8.0 y no es sensible a a desacoplantes (posiblemente cromatóforos no sellados) y 

a inhibidores del transporte de electrones. 

4) Recambio ATP <-) "Pi. Esta reacción consiste en el intercambio del fosfato y del 

ATP con "Pi libre en el medio, fue descrita por Horio y colaboradores (1965). Este 

proceso se inhibe por desacoplantes pero no por inhibidores del transporte de 

electrones, demostrando que la actividad de ATPasa puede por si misma sostener la 

formación de gradientes de pH necesarios para la síntesis de ATP en cromatóforos 

sellados. Esta reacción es inhibida por Dio-9 (inhibidor del factor de acoplamiento 

descrito en mitocondrias) (Fiaher y Guillory, 1967) y por un antisuero contra el factor de 

acoplamiento de la ATPasa (Maneen, 1976). 

5) Acoplamiento de tipo quimiosmótico. La actividad de ATPasa de cromatóforos de 

R. rubrum es inhibida por luz (generación de potencial) (Reatad et al., 1968). El gradiente 

generado por las cadena de transporte posee los dos componentes anunciados por 

Mitchell (1961) uno eléctrico y otro químico (Jadeen et al., 1968., Melandri et al., 1974), como 

ya se mencionó la presencia de agentes que colapsen a dicho potencial inhibe la 

síntesis de ATP (Thore et al., 1968). En el trabAjo de Margarita Leiser y Zippora Gromet-

Elhanan los cromatóforos se exponen a la luz en un medio sin ADP, posteriormente 

estos se cambian, en condiciones de oscuridad, a un medio con ADP, Pi y Mg" y se 

puede determinar la producción de ATP (Leieer y Gromet-Elhanan, 1974). 

6) El aislamiento y la caraterización de la ATPsintetasa en cromatóforos de R. 
rubrum, Rb. sphaeroides y de Rb. capaulata. 

Por medio de micrografias electrónicas Fernández del Moran (1962) descubrió 

unas partículas de 9 nm adosadas a la superficie de la membrana interna.  
mitocondrial, las cuales son requeridas para la síntesis de ATP (Kagawa y Racker, 1966), 

dos años despues Lów y Afzelius (1964) describen que las invaginaciones de membrana 
de R. rubrum (cromatóforos) poseen estructuras muy similares de 12 nm de diámetro 

sumamente parecidas a las descritas en partículas submitocondriales, posteriormente 

se reportaron las mismas protuberancias (9 nm) para Rb aphaeroidea; éstas al 
liberarse y purificarse mostraron actividad de ATPasa (Raed y Raveed, 1972) y 
posteriormente en R. rubrum se confirmó su presencia (Keiater y Raveed, 1981). Esta 
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partícula en la superficie de las membranas puede ser liberada al medio con lavados 

de EDTA o con el detergente Triton X-100, perdiendo los cromatóforos su capacidad 
tanto fotofosforilante como su actividad de ATPasa, tal hidrólisis de ATP se detectó 
en el soluble; posteriormente se observó que los anticuerpos fabricados contra los 

factores de acoplamiento se aglutinan en cromatóforos sin tratar (Johannon, 1975; Prince 

et al., 1975). 

En cromatóforos de R. rubrum Yamamoto y colaboradores (1972) encontraron 

ADP firmemente unido que se fosforila rapidamente a ATP con la exposición a la luz. 

Por su parte Lutz y colaboradores (1974) determinaron que el ATP unido a los 
cromatóforos está pegado al factor de acoplamiento o ATPasa. Esta enzima en 
cromatóforos fue aislada de Rb. capoulata (Baccarini-Melandri et al., 1970), R. rubrum 
(Johanason, 1972) y Rb. sphaeroides (Saphon et al., 1975a; 1975b). 

Geller en 1962 detectó la capacidad de síntesis de ATP en R. rubrum crecida 
en condiciones aerobias, por medio de la oxidación de substratos (fosforilación 
oxidativa) confirmando así el caracter facultativo de estos organismos (Geller, 1982). Se 
sabe que exactamente el mismo complejo enzimático, factor de acoplamiento o 

ATPasa, se comparte en el metabolismo fotosintético y el respiratorio (Melandri et al., 

1971; Baccarini Melandri y Zanonl, 1978). 
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OBJETIVOS 
La intención principal de este estudio fue confirmar la predicción acerca de un 

arreglo conformacional, distinto, inducido desde loe sitios de unión a nucleótidos de 
la Pja-ATPasa de Rhodoapirillum rubrum, provocado por el tipo de catión divalente 
presente ya sea Mg" o Ca". Para ello se plantearon los siguientes objetivos 
particulares: 

i) Optimizar el crecimiento controlado de cultivos fotoheterotréficos en condiciones 
anaeróbicas de R. rubrum que proporcione bacterias con el fenotipo de expresión más 
elevado de la enzima ATP sintetaaa. 

ii) Implementar un método de obtención de cromatófóros de R. rubrum, a partir de 
los cuales sea posible aislar el sector Fi  de la ATPsintetasa de dicha eubacteria por 
medio de estrategias bioquímicas, en cantidades suficientes para caracterizar a la 
enzima empleando técnicas analíticas confiables. 

iii) Establecer el número de cistefnas reactivas que expone la Ft-ATPasa de R. 
rubrum al incubarse en tres condiciones: Sin subtratos, con ATP-Mg" y con ATP-

Monitoreandolas por medio del marcador de radicales sulfhidrilos DTNB ( 6,5= 
ditio-bis-(2 nitrobenzoato) ). 

iv) Comparar la velocidad de aparición de cistefnas ocultas de los complejos: FrEDTA, 
F,-ATP•Mr y FrATP.Ca", al exponerse a un tratamiento de desnaturalización con 
Guanidina-HC1. 

u) Desarrollar una explicación congruente, de los resultados experimentales con el 
mecanismo de acoplamiento de la ATP sintetasa de R. rubrum. 
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MATERIAL Y METODOS 

Cultivo de Rhodospirillum rubrum (cepa silvestre 81) 
MEDIO DE CULTIVO 

a) Crecimiento en medio de cultivo sólido y condiciones fotoheterotróficas. 

El medio de cultivo sólido contiene agar 2%, extracto de levadura 0.3%, peptona 

de gelatina 0.2% y los siguientes factores de crecimiento: ácido nicotínico 1 mg/ml, 

tiamina 0.62 pg/ml y 
D-biotina 0.01 pg/ml. 

Se esterilizan 10 mi de medio en frascos de 20 ml de volumen, durante 15 raro 

a 15 libras de presión. Los frascos se inoculan por punción y se colocan expuestas a 

una fuente luminosa constante. Con este método se puede mantener a la cepa de 6 

a 12 meses con una tasa de crecimiento baja. 

Tambien pueden utilizarse cajas Petri que se estrian para la obtención de 

colonias individuales y se someten al mismo tratamiento que los frascos sólo que 

estas se crecen en un contenedor en anaerobiosis. Con re-siembras continuas se puede 
Mantener por tiempo indefinido a la cepa. 

b) Cultivo líquido para crecimiento en condiciones fotoheterotróficaa. 

Se utilizó el medio de cultivo descrito para el crecimiento de Rb. sphaeroides 

por W.R. Sietrom (1960) diseñado a partir de modificaciones a un medio que 

originalmente reportaron Germaine Cohen-Bazire, William R. Sistrom y Roger Y. 

Stanier (1957) y que a su vez esta basado en ion estudio destinado a identificar los 
factores requeridos por R. rubrum para su crecimiento (Mutua», 1944,1950). 

A pesar de que el medio implementado está basado en loe requerimientos de 
sodio de Rb. sphaeroides (sistrom, loso) este permite un excelente crecimiento 
fotoheterotrófico de R. rubrum tal como ha sido reportado por varios autores (Celia y 

Romero, 1987., Montero•Lomelf y Dreyfue, 1987., Oras el el., 1992 y Somay Celia, 1999). 
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Solución de vitaminas 

Ac. nicotínico 	 1.00 g 
Tiamina-HC1 
	

0.60 g 
d-Biotina 	 0.01 g 
Agua desionizada 	 c.b.p. 100.00 ml 

Base concentrada 

Este medio se prepara mezclando las siguientes soluciones, (previamente 

preparadas) en los volúmenes siguientes: 

Medio de cultivo 
Base concentrada 	 20 ml 

KH21304  (136.9 g/l + 20 g de NaOH) 	 20 ml 

Ac. succfnico (100 gil + 70 g de NaOH) 	20 ml 

(NH4)3804  (100 8/1) 	 6 ml 

NaCI (50 g/l) 	 10 ml 

Ac. glutámico (100 g/l) 	 2 ml 

Ac. aspártico (20 gil) 	 2 ml 
Hidrolizado enzimático de caseína 	 1 g 
Solución de vitaminas 	 0.1 ml 
Agua desionizada 	 c.b.p. 1 1 

Ac. nitriloacético 10.00 g 
MgSO4  14.45 g 
CaC12.21120 3.33 g 
(NH4)6Mo7024.411,0 9.25 mg 
FeSO4.71120 99.00 mg 
Solución de Metales "44" 50.00 ml 
Agua desionizada c.b.p. 1.00 1 
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Para preparar la solución de base concentrada, el ácido nitriloacético se 

neutraliza con KOH (aproximadamente 7.3 g) Después de agregar todos los 

ingredientes se ajusta a pH 6.8. 

Metales "44" 

EDTA 	 250.00 mg 

ZnSO4.7H20 	 1095.00 mg (200 mg Zn) 

FeSO4.7H,0 	 500.00 mg (100 mg Fe) 

MnSO4.H20 	 154.00 mg ( 50 mg Mn) 

CuSO4.5H20 	 39.20 mg ( 10 mg Cu) 

Co(NO3)2.6H20 	 24.80 mg ( 5 mg Co) 

W211407.10140 	 17.70 mg ( 2 mg B ) 

Se agregan unas pocas gotas de ácido sulfúrico para retardar la precipitación. 

MANTENIMIENTO DE LA CEPA Y SIEMBRA DE BACTERIAS 

Se obtiene una colonia de R. rubrum que se ha cultivado en medio sólido 

(mantenida en caja de Petri en luz y anaerobiosis) y se deposita en un frasco vial de 

20 ml de capacidad al cual previamente se le ha agregado medio de cultivo líquido, 

se completa al máximo de la capacidad del frasco con medio de cultivo líquido y se 

cierra firmemente con un tapón de rosca, se expone a la luz de un foco de 40 watts. 

Cuando este inóculo comienza a desarrollar un color rosado (característico de 
los cultivos de R. rubrum en fase logarítmica) se depositan los 20 ml en un matraz 

nefelométrico con 250 ml de medio líquido y se deja en iluminación con un foco de 40 

watts. Se monitorea el crecimiento del cultivo por medio de un fotocolorímetro Klett-

Summerson (utilizando un filtro rojo) y cuando alcanza 400 unidades Klett se procede 

a sembrar 20 ml de este inóculo por cada litro de cultivo. Para ello se utilizan botellas 

Pyrex de 1 litro de capacidad de volumen, que después de ponerles el inóculo se 

rellenan con medio líquido tratando de dejar la menor cantidad de aire entre el nivel 
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del líquido y el tapón. 
El crecimiento se induce iluminando las botellas con tres focos de 100 watts de 

cada lado (dando un total de 600 watts) y a una distancia promedio de 25 cm y 
manteniedo la temperatura constante a 30°C. Aproximadamente a las 32 horas 

cuando el cultivo está en fase logarítmica tardía (aproximadamente 300 unidades 

Klett con filtro rojo) se procede a la cosecha. 

COSECHA DE BACTERIAS 

El cultivo de bacterias se centrifuga a 5 500 x g durante 10 minutos a 4°C en 

un rotor GS-3 Sorvall en 6 botellas de 500 ml chi, el sobrenadante se desecha y el 
precipitado se resupende en el mismo volumen con Tris-HCI 10 mM a pH 8.0 y se 

centrifuga nuevamente. Este procedimiento se repite durante tres veces. La pastilla 

final se pesa para obtener el rendimiento en peso humedo por litro y se guardan en 

un refrigerador en caso de ser utilizados al día siguiente, si no se pueden almacenar 
hasta por varios meses en un ultracongelador a -70°C. 

Obtención de Cromatóforos 
Se obtienen por el método descrito por Z. Gromet-Elhanan y D. Khananshvili 

(1986) con ligeras modificaciones. 

a) Se resuspenden 8 g de bacterias peso húmedo en un volumen final de 60 ml 

con amortiguador TS (Tricina-NaOH 50 mM pH 8.0, Sacarosa 250 mM) con MgCl, 5 

mM, DNAasa 10 pg/ml y PMSF 1 mM. Esta solución se incuba durante 20 min en 
agitación constante a 4°C. 

b) Se somete la suspención anterior a ruptura de células en una prensa de 

French a una presión de 1200 psi y un flujo aproximado de 20 ml por minuto a 4°C. 
c) Se centrifuga a 20 000 x g durante 20 minutos en un rotor SS-34 Sorvall, 

para separar a las células que no se rompieron y que quedan en la pastilla. 
d) El sobrenadante del paso anterior se centrifuga a 120 000 x g por 80 min a 

4°C y se descarta el sobrenadante. 
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e) El precipitado se resuspende al volumen original con Amortiguador TS con 

EDTA 0.5 mM y se centrifuga de igual forma. 

O Se repite el proceso anterior 2 veces, dando un total de 3 lavados a los 

cromatóforos, este procedimiento reduce la proporción protefita/bacterioclorofila final, 

lo que siginifica la eliminación de toda la proteína que no es del cromatóforo. 

g) Tras de descartar el sobrenadante de la última centrifugada se resuspende 

en el mínimo volumen posible de alguno de los amortiguadores que se indican a 
continuación, dependiendo para lo que se vayan a utilizar los cromatóforos. 

Amortiguador para preparación de RFI: 

Glicilglicina-NaOH 200 mM pH 7.4 y glicerol 30% 

Amortiguador si los cromatóforos se utilizan para estudios de generación de potencial 

de membrana por bombeo de H. 

Hepes-KOH 200 mM pH 8.0 
KC1 100 mM 
glicerol 30% 

Amortiguador para medir actividad de hidrólisis de ATP. 

Tris-Acetato 25 mM pH 8.0 

Purificación del sector RF1  de la ATPaintetaaa de 
Rhodospirillum rubrum 

El método de purificación empleado se basó según lo reportado por B. Norling 
y colaboradores (1988) con algunas modificaciones (Maldonado y Dreyfiaa, 1993,1994). Se 
inicia con cromatóforos preparados el día anterior. 

a) 6 ml de cromatóforos a una concentración de 50 mg proteína/ml o 
bacterioclorofila 2mM (que equivalen a 300 mg de proteína de cromatóforo o 10 mg 

de bacterioclorofila) en amortiguador Glicilglicina 200 mM (pH 7.5), se mezclan con 

24 ml de Etilenglicol 25%, EDTA 0.2 mM (pH 7.5), y se incuba por 5 minutos a 37°C. 
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b) Los 30 ml de volumen se reparten en 12 alícuota' de 2.5 ml c/u en tubos a 

los que previamente se les ha adicionado 50 pl de cloroformo. 
c) Se agitan fuertemente en vortex durante 20 segundos. 

d) Se centrifuga por 4 min en una centrífuga clínica y se recupera el 

sobrenadante. 

e) El sobrenadant se centrifuga en un rotor 50 Ti a 38 Krpm (133 500 x g) por 

1 hora a 4°C. 
El sobrenadante es translúcido y se recupera cuidadosamente con una pipeta 

Pasteur. Se mide el volumen (0. 23 ml) y se concentra 8 veces por una membrana de 

ultrafiltración AMICON YM-100. 

g) 0.45 ml de este concentrado se depositan suavemente en 12 ml de un 

gradiente lineal de glicerol 20-60% (v/v), 50 mM de Tris-HC1 (pH 7.5) y 1 mM de 

MgC12. Se repite la operación en cada uno de los 5 tubos restantes para el rotor SW-

40 (ultra-claros do 14 X 95 mm BECKMAN). Se centrifuga durante 18 horas a una 
velocidad de 

35 000 rpm, a 4°C. 

h) El gradiente se colecta en fracciones de 1 ml por medio de un colector de 

gradientes (Auto densi-flow) y las fracciones picos de proteína con actividad de 

hidrólisis de ATP-Ca' se someten al siguiente paso. 

i) Las fracciones activas se precipitan con (NH4)3804  al 65% y se incuban por 

30 minutos en hielo. Posteriormente se centrifugan a 15 000 rpm durante 15 minutos 

a 4°C, se decanta el sobrenadante y la pastilla resultante se resuspende en 0.1 ml del 

amortiguador Tricina-NaOH 50 mM pH 8.0, ATP 2 mM y metanol 5%. Después se 

dializa por 12 horas contra el mismo amortiguador. 

j) El extracto resultante de la diálisis (aproximadamente 1.5 mg de proteína) 

se somete a una cromatograffa de exclusión por peso molecular utilizando la resina 

Bio-Gel A 0.5 m (10-500 Kda BIORAD) en una columna de 1.5 X 50 cm (BIORAD) 

que previamente se ha equilibrado con 3 volúmenes de Tricina-NaOH 50 mM pH 8.0, 

ATP 2 mM y metanol 5%. 

Se eluye a un flujo de 0.3 mIhnin con el mismo amortiguador, el RF3  eluye en 
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Se mezclan 100 volúmenes de la solución A con 2 volumenes de la solución B. 
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las fracciones 15 a 19 que corresponden al volumen de elación de 30 a 38 ml. 

k) Estas fracciones activas se concentran por ultrafiltración por centrifugación 

con un CENTRICON-30 (30 kilodaltons, tamaño del poro de exclusión). 

Filtración de RIF, por columnas de eephadez G•50 
Con el fin de tener una preparación libre de nucleótidos y cationes divalentes, 

a excepción de los fuertemente unidos al complejo RF1, este se sometió a una 

filtración por Sephadex G-50 en jeringas de insulina (1 ml) previamente equilibradas 

con Tris-HC1 10 mM pH 7.5, Sacarosa 150 mM y Glicerol 7.5%, en las cuales se 

colocaron aproximadamente 100 pg de RF2  (siempre un volumen de 100 µI) y se 

centrifugó por 1 minuto a 3000 rpm. 

Con este método (Penefsky, 1977) se recupera el 85-90% de la proteina inicial. 

Determinación de la cantidad y concentración de Proteína 
Se utilizó el método del BCA (ácido bicinconínico) descrito por Smith y 

colaboradores (1985). 

Solución A: 

bicinconinato de sodio (BCA) 	1 g 

Na2CO3 	 2 g 
Tartrato de sodio 	 0.16 g 
NaOH 	 0.4 g 
NaHCO3 	 0.95 g 
H20 desionizada 	c.b.p. 100 ml 

Solución B: 

CuSO4.5H20 	 0.4 g 
H30 desionizada 	c.b.p. 10 ml 



Se agregan de 2 a 50 pl de la solución problema y se completa con H2O 

desionizada a un volumen de 0.5 ml. Posteriormente se añaden 500 pl de la mezcla 

anterior (100 A + 2 B) y se incuba durante 30 minutos a 37°C. Se lee la absorbancia 

a 562 nm y se extrapola contra una curva patrón de 4 a 24 pg de Albúmina de 

Bovino. 

Determinación de la cantidad y concentración de 
Bacterioclorofila. 

Se empleó el método reportado por Cohen-Bazire y colaboradores (1967). 

a) 10-50 pl de cromatóforos se agregan a 3 ml de acetona-metanol 7:2 (v/v) 
(calcular la dilución). 

b) Agitar en vortex algunos segundos. 

c) Centrifugar por 5 minutos a 3 000 rpm a temperatura ambiente. 

d) Leer el sobrenadante a 700 nm de longitud de onda, contra un blanco de 

acetona-metanol 7:2 se asume un coeficiente de extinción molar erro. de 75 mbricm'i. 

e) La concentración se calcula con la siguiente fórmula: 

(Densidad óptica) (Dilución) (0.893) 
■ mg Bchl/ml 

75 

Determinación de la actividad ATPaea 
Las actividades de hidrólisis tanto de ATP-Mg" como de ATP-Cap', se 

realizaron a 30°C en un medio de reacción que contiene, en concentraciones finales: 

Tris-Ac 25 mM pH 8.0, KOOCH3 30 mM, ATP 3 mM y (MgC1, 3 mM) o (Nal  3 mM). 

El volúmen de reacción fue de 0.1 ml final y la reacción se detuvo a loa tiempos 

indicados con el reactivo con que se determina la cantidad de fosfato liberado. 

La determinación de fosfato liberado se realizó por el método de Lanzetta (1979) 

que consiste en agregar 1.6 ml de reactivo de Lanzetta (Hidrocloruro de verde de 

malaquita 0.045% y Molibdato de amonio 4.2% en HC1 4N en una relación 3 a 1) a 
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la mezcla de reacción y 30 seg después se agregan 0.2 ml de Citrato de Sodio 34%. 

Después de incubar 30 min a temperatura ambiente, el fosfato orgánico liberado se 

cuantificó, intrapolando los valores de densidad óptica (X 660 nm) a una curva de 

Na211PO4. Cuando se añadió algún componente extra en el medio de reacción se 

verificó que éste (en diversas concentraciones) no tuviese efecto sobre el sistema de 
determinación de fosfato, por medio de curvas de Na1111304  a distintas 

concentraciones. 
Algunas veces se determinó la actividad de hidrólisis del ATP-Mg• por medio 

de acoplar la actividad ATPasa a la oxido-reducción de NADH a NAD seguida en un 

espectrofotómetro a X = 340 nm. en presencia de un sistema regenerador de ATP 

(Pullman et al., 1960). El medio de reacción contiene Tris-SO4  50 mM pH 7.8, Sacarosa 

50 mM, KC1 30 mM, MgC1.2  3mM, ATP 3 mM, EGTA 1mM, Fosfoenol-Piruvato 0.34 

mg/ml, Piruvato Kinasa 32 pg/ml, Deshidrogenasa Láctica 13 pg/m1 y NADH 0.147 

En todas las determinaciones de actividad de hidrólisis para ATP-Me` se 

incluyó un quelante de Ca' (1 mM EGTA-NaOH pH 8.0) tal como lo describen 

Montero-Lomeli y colaboradores (1989). Para el caso de las actividades de ATPasa 

utilizando como substrato ATP-Ca2+, se adicionó un quelante de Mg' (0.2 mM de 
CDTA-NaOH pH 8.0) según Vercesi y colaboradores (1990). 

Determinación del bombeo de Protones (Hl en cromatóforos 
por apagamiento de flourescencia 

El apagamiento de la flourescencia de anaranjado de acridina se siguió como 

índice de la generación de un epH en cromatóforos ocasionado por el bombeo de 

protones (He) de la ATPsintetasa (Perlin et 19840. 

Los cromatóforos (250 pg proteína) se incubaron en una cubeta de flourescencia 

que contenía 2 ml de medio de reacción (KC1 100 mM, HEPES-KOH 20 mM pH 8.0 

y anaranjado de acridina 2 pM) a 30°C y con agitación constante. La reacción se inició 

al agregar el substrato. La flourescencia relativa se monitored en un 
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espectrofiourómetro utilizando longitudes de onda de emisión y excitación de 430 y 

600 nm respectivamente. La integridad de los cromatóforos se comprobó induciendo 

el bombeo de protones de la Pirofoafatasa membranal (Strid et al., 1986). 

Determinación de Cistelnas totales y expuestas 
El número de Cisteínas de la Fi-ATPasa de R. rubrum, tanto totales como 

expuestas, se determinó por medio del Reactivo de Ellman o DTNB ( 5,5'-ditiobis(2-

nitrobenzoato) ) (Habeeb, 1972 y Riddles et al., 1983) el cual ha demostrado excelentes 

propiedades de solubilidad en agua, efectividad al emplearse a valores de pH neutros, 

alta especificidad, reactividad y sensibilidad. 
El DTNB es un disulfuro aromático que oxida grupos tioles por medio de una 

reacción en la que se forma un puente disulfuro entre la cisteína reactante de la 

proteína y 1 mol de 2-nitro-5-tiobenzoato, este ultimo se produce junto con la 

liberación del anión TN112' (2-nitro-5-tiobenzoato). Cuando esta reacción ocurre se 

forma 1 mol de TN132" por mol de cisteína reactante, este anión poseé un intenso color 

amarillo con un coeficiente de extinción molar de 13 600 M'en' a 412 nm (Habeeb, 

1972) (el reactivo comercial repurificado tiene un e de 14 150 M'e& Riddles et al.,, 

1983)), una solución de 0.01 pmol de cisteína por ml da una absorbancia de 0.136 (1 

cm de paso de luz), la reacción se completa en 2 minutos y el.  color es estable por dos 
horas a un pH entre 7 y 8. 

Los ensayos de FrATPasa de R.rubrum se realizaron en microcubetas de 
cuarzo y en un volumen de 150 pl, con 36 pg de proteína (0.093 nanomoles de RF1) 
en amortiguador de fosfatos de sodio 0.1 M (pH 8.0), EDTA 2 mM, SDS 2%, DTNB 

0.3 rnM; para la determinación de cistefnas totales (Habeeb, 1972) y con amortiguador 
de Tris-HC1 10 o 50 mM pH 8.0 para las determinación de cisteína reactivas y con 

las concentraciones de substratos indicadas en los pies de figura. La 

desnaturalización parcial con Guanidina-HCl 0.3 M se realizó en el mismo 

amortiguador de Tris. Se monitorearon los cambios de absorbancia a 412 nm a 

intervalos regulares (indicados en los pies de figura) en un espectrofotómetro modelo 

49 



SHIMADZU, a todas las determinaciones se les resta un blanco con todos los 

componentes excepto la proteína. 
Cuando se ensayó el número de cistefnas reactivas en la enzima con su 

substrato, este se adicionó a la enzima 3 minutos antes que el marcador de cistefnas. 

Se hicieron barridos espectroscópicos para verificar el pico de absorbancia a 

412nm y para cada condición se probo la determinación de una cantidad de cistefna 

pconocida dando determinaciones con errores nunca mayores al 1.5%. 

Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente. 

Electroforésis de Proteínas 
Para determinar el grado de pureza de la RF1-ATPasa en los sucesivos pasos 

de purificación se hicieron geles de Poliacrilamida al 10% se utilizaron geles 

Dodecilsulfato de Sodio-Poliacrilamida (Laennli, 1970) para observar rápidamente la 
pureza de las fracciones 1.45 hrs con tinción por Nitrato de Plata) y Geles Tricina-

Dodecilsulfato de Sodio-Poliacrilamida (Schagger y Von Jagow, 1987) para determinar pesos 

moleculares, 5 hrs con tinción de plata), resuelven mejor las bandas entre 10 y 100 
Kd (rango donde caen las subunidades de la F1-ATPasa). Como marcadores de peso 
molecular se utilizaron: fosforilasa b (97 400 kd), albúmina sérica de bovino (66 200 

kd), ovoalbúmina (45 000), anhidrasa carbónica (31 000), inhibidor de tripsina de soya 

(21 500) y lisozima (14 400). 

Las tinciones se realizaron con Nitrato de Plata (Afaawa, 1993) o con azul de 
Coomassie tal como lo describen Dabbeni-Sala y colaboradores (1989). 

Otros procedimientos 
Se consideró un peso molecular para la F1-ATPasa de 383 921 kd en todos los 

cálculos. Así mismo se consideraron los siguientes pesos moleculares •para las 
subunidades de la F1-ATPasa: a 55 026, 850 852, y 32 437, 819 543 y e 14 307 (Falk 

et al., 1985). 

1111111110' 
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RESULTADOS 

Crecimiento de Rhodospirilluna rubruni 
Las bacterias púrpuras no-sulfurosas responden a los cambios de intensidad 

luminosa con una variedad de adaptaciones, tanto en el aparato fotosintético como en 
la membrana que lo alberga. En Rb. capsulatue se ha descrito que la cantidad de 

FoFi-ATPasa por cromatóforo aumenta con respecto a la de las bacterias que se 

desarrollan expuestas a menores intensidades luminosas (Riedl et 1983; 1985), es decir 

que en cultivos desarrollados en presencia de altas intensidades luminosas, por cada 

bacteria (aunque hay menos cromatóforos) cada cromatóforo tiene más 1.1*-ATPasas. 

En R. rubrum, hasta donde sabemos, no se han llevado a cabo este tipo de 

estudios, por lo cual se procedió a encontrar la intensidad luminosa que lograse 
inducir la mayor cantidad de W-ATPasas por cromatóforo, ya que un objetivo 

posterior planteaba la purificación del sector Fi-ATPasa a partir de los cromatóforos. 

Se diseñó un dispositivo (Fig. 4) que permitiese el desarrollo de cultivos 

fotoheterotróficos en anaerobiosis, crecidos en dos condiciones de intensidad luminosa; 

baja (2 focos de 40 watts %) y alta (6 focos de 100 watts %). Con el fin de mantener la 

temperatura constante, los cultivos se colocaron en una pecera de cristal llena de 

agua (Fig. 4), que puede albergar 9 botellas de 1 litro %. La temperatura se controló 

con un ventilador fijo a una altura de 1 metro dirigido sobre la pecera, con el flujo de 
aire se mantiene la temperatura a 30°C. Los cultivos (9 botellas de 1 1 %) se 
iniciaron inoculando 10 ml de cultivos en fase logarítmica tardía, las botellas se 

sellaron con un tapón de hule y se colocaron dentro de la pecera, con el agua 
previamente templada a 30°C, los focos se colocaron a una distancia de 25 cm, y a 
una altura de 14 cm (Fig. 4). Para la condición de baja luz, se colocó un foco de 40 

watts en cada lado de la pecera, y para el cultivo en altas intensidades luminosas, se 

emplearon 3 focos de 100 watts %, en cada lado de la pecera (Fig. 4). En dos de las 9 

botellas se colocaron, mangueras conectadas a tubos que permitiesen la lectura de 
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25cm ---1 

Figura Sistema empleado para el cultivo fotoheterotréfleo de Rhodoepirilliun rubrum en distintas 
condiciones de intensidad luminosa. Las botellas de 11 de capacidad se colocaron en una pesara de 
cristal llena con agua, la temperatura se mantuvo constante por medio de flujo continuo de aire. Para 
la condición de baja luz se emplearon 2 focos de 40 watts, 1 de cada lado, yen las condiciones de alta 
luz, se colocaron 3 focos de 100 watts chi en cada lado. 



turbidez, en un lector de unidades klett con filtro rojo, como referencia del tiempo de 

las fases de desarrollo del cultivo. 

Se obtuvo la curva de crecimiento del cultivo, para cada condición. Como se 

muestra en la figura 5; los cultivos de R. rubrum crecidos en alta luz se desarrollan 

en la mitad del tiempo, de lo que le toma a los cultivos de baja luz, mismos que 

alcanzan la fase estacionaria a una mayor turbidez. El rendimiento con los cultivos 

de luz baja es menor (3.5 g de peso húmeda/1) a los obtenidos con cultivos en alta luz 

(5 g de peso húmedo/1), aún cuando los cultivos se cosechan en la misma fase de 

crecimiento (mismas unidades klett), lo que puede explicarse por una diferente 

composición intracitoplásmica (Drewo, 198e). 

Los cromatóforos obtenidos muestran una composición distinta en cuanto a la 

relación protefna:bacterioclorofila, los de baja luz tienen la mitad (14:1) que los de 

alta luz (30:1), esto concuerda con lo reportado en la literatura (Holt y Mari, 1968b, Drewo, 

1986). Para saber, si en los cromatóforos de bacterias cultivadas en altas intensidades 

luminosas, hay más F0F1-ATPasas se realizaron los siguientes experimentos. El 

primero de ellos se muestra en la figura 6a. y consistió en determinar la actividad de 

hidrólisis de ATP con respecto a la proteína total del cromatóforo en un curso 

temporal de 25 min (Fig. 6a), la actividad específica (en nmoles•min'l.rngel  prot.) para 

la condición alta luz es de 73 y para la condición de luz baja es de 30. 

La segunda evidencia de que los cromatóforos de alta luz tienen más actividad 

de ATPasa que los de baja luz (Fig. 6b) provino de determinar espectro-

fluorometricamente la capacidad de bombeo de las ATPasas en ambos tipos de 

cromatóforos, para ello se monitoreó la acidificación de las vesículas o cromatóforos 

por medio del apagamiento de la fluorescencia del fluoróforo anaranjado de acridina. 

Como se muestra en la figura 6b, para la misma cantidad de proteína de 

cromatóforos, la velocidad de bombeo de W como respuesta a la adición de 4 mM de 

ATP-Mg", es mayor en los cromatóforos de bacterias desarrolladas en alta luz, que 
en aquellas vesículas provenientes de bacterias desarrolladas con menores 

intensidades luminosas. 
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Figura 5.- Crecimiento foloheterotrófico anaerobio de R. rubrum a dos intensidades luininosas. Se 
muestran las curvas de crecimiento de dos cultivos de R. rubrum en condiciones de alta y baja 
intensidad luminosa. Las lecturas de turbidez se tomaron con un lector Summerson Klett con filtro 
rojo. Los cultivos se realizaron como se indica en la sección de Material y Métodos 
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Figura 6.- A) Se comparan dos curso temporales de la actividad hidrolítica de ATPW de la ATPasa 
en cromatdforos provinientes de bacterias crecidas en dos condiciones distintas de intensidad luminosa. 
13) Apagamiento de fluorescencia de anaranjado de aeridina como Indice de la generación de 
potenciales electroqufmicos en croznatdforoe de R. nebnun de dos intensidades de luz. El gradiente fue 
generado por la ATP sintetasa al hidrolizar ATM'', ya que al eliminar el substrato (mudando al Mg' 
con EDTA 13mht) se detiene el bombeo de protones. 
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Purificación del sector F1  de la ATP sintetasa de 
Rhodompirillum rubra,» 

Para la obtención del sector F1  de la ATPsintetasa de R. rubrum (R101) se 

emplearon los cromatóforos de los cultivos de altas intensidades luminosas. Para ello 

se implementó el método descrito por Norling y colaboradores (1988) que es una 

modificación del método descrito por Fisher y colaboradores (1981) para la ATPasa de 

hígado de rata. El protocolo se desglosa en la figura 7 y consiste en la extracción con 
cloroformo de proteínas periféricas a la membrana de los cromatóforos (1 pV0.5 mg 

prot.) a los que previamente se les ha verificado su integridad morfológica y funcional 

(Fig 6, 11 y 12). La extracción se lleva a cabo tras de incubarlos por 5 min a 37°C en 

presencia de etilenglicol, para después separar las membranas por medio de 

ultracentrifugación, el sobrenadante se concentra 8 veces por ultrafiltración, para 

después someterse a un gradiente lineal de glicerol. De éste último paso se obtienen 

12 fracciones a las cuales se les determinó la concentración de proteína, así como la 

actividad de hidrólisis para ATP•Ca", tal como se observa en la figura 8a; las 
fracciones 3 y 4 muestran la mayor actividad ATPasa dependiente de Ca" y son de 

las que más proteína se obtiene. Por otra parte la electroforésis en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida 10%, demostró que dichas fracciones son las 

únicas donde se encuentra el complejo RF1  íntegro, por su parte las fracciones 5-9 
presentan a un oligómero F1  muy probablemente incompleto ya que tienen muy poca 

actividad. 

Las fracciones 3 y 4 se precipitaron con sulfato de amonio al 85% de saturación 

a 4°C, para posteriormente dializarse por 12 horas, contra Tricina-NaOH 50 mM a 
pII 8.0, ATP 2 mM y metanol 5%. 

El extracto obtenido hasta este paso se sometió a una cromatografYa de 

exclusión por peso molecular (Fig 9). De las 50 fracciones analizadas, las fracciones 

14, 15 y 16 contenían al sector F1  puro, esto se demostró electroforéticamente. 

El rendimiento durante los distintos pasos de la marcha de purificación se 

muestran en la Tabla I y los patrones electroforéticos de los mismos en la figura 10. 
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Glicliglicina 200mM 
pH 7.4 

Cromatóforos 300 mg proteína 

10 mg bacterioclorofilo 
Incubación a 37°C en Efienglicol 25% 

EDTA 0.2mM, o 50 mg proteína/m1 

I

(bchl 2mM) 

Extracción por Cloroformo 

(vortex 20 .segundos) 

133 500 x g 
60 min 

pastilla 	 sobrenadante 

Gradiente lineal de 
. 	 Glicerol 20-50% v/v 

50 Mi de cloroformo o cada 
25 mg de proteína. 

Tris—HCI 50 mM pH 7.5 
MgC12  1 mM 

Concentrar 8 veces 
membrana de Amicon 
YM — 100 

fil
35 Krpm. 18 hrs. 
Rotor SW-40 

Precipitación al 
65% de (NH4)

2
SO4 

Diálisis 

1 Tricina—NaOH 50 mM 
pH 8.0, ATP 2 mM 
Metanol 5 % Filtración por peso 

molecular, 
(Biogel A 0.5m) 

Figura 7.• Diagrama de flujo para la estraccién y marcha de purificacién del sector P de la 
ATPeintetasa de R. rubrum. Loa detalles se especifican en la sectidn de Material y Métodos. 
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Figura 8.-A) Perfil de la actividad hidrolftica ATP•Ca" (0-0) y concentración de proteína (•---41) 
de las 12 fracciones obtenidas del gradiente de glicerol (20-50%). La mayor actividad se obtiene en las 
fracciones 3 y 4. 13) Gel desnaturalizante de poliacrilamida 10%, 1.5 mm de espesor, teñido con Nitrato 
de Plata, en donde se observa el patrón electroforético de las 12 fracciones del mismo gradiente de 
glicerol. En cada carril se colocaron 7 pg de proteína; el carril 1 corresponde a la fracción 1 y así 
sucesivamente. Las fracciones 3, 4 y 5 presentan al sector RFi  de la ATP sintetasa. 

68 



0.0. h
0\  

• e(-:--------  9.-  =.--•4 

0.30 

- 0.25 

- 0.20 o 

- 0.15 

-0.10 

- 0.05 

- 0.00 

/0 
ti  o 

o 

x 

1 

1 1 	1 

 

3.5 - 

 

 

3.0 - 

 

 

es 
E 

2.5 - 

5 	2.0 - 

1  C.) 	.5  

1.0 - 
tn 

E 
E 	0.5 - 

A
ct

iv
id

ad
 A

T
P

as
a  

   

   

 

0.0 - 

o 

1 
20 	30 	40 	50 

No. de fracción 

Figura 9.- Perfil de elución de la columna de Filtración por peso molecular. Se observa el perfil de 
actividad hidrolítica de ATIkCa' (111---11) y el de concentración de proteína (0--0) de las 50 tracciones 
obtenidas de la columna de filtración molecular (Biogel A 0.6m) con un limita de exclusión de 10-500 
kda. Por medio de electroforésis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida se determinó que las 
fracciones 14, 15 y 16 contenían el F1  puro. 
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Tabla I 
Tabla de los rendimientos obtenidos durante los sucesivos pasos de 

purificación de la FI  —ATPasa de R. rubrum. 

Actividad ATPasa 

Proteína 	Rendimiento 
(mg) 	(%)  

ATP—Ca
2+ 	, ATP—Mg

2+ 

-t 	-i 
(µmolas x min 	x mg 	) 

Cromatóforos 300 100 0.011 
0.03 (con CCCP) 

0.072 
0.18 

Extracto de 
Cloroformo 

12.3 4.1 0.22 , 0.03 

Fracción activa 
del Gradiente 
de Glicerol 

4.3 1.4 0,27 0.09 

Concentrada por 
precipitación salina 

2.3 0.76 0.29 0.1 

Fracción activa de 
Filtración por peso 
molecular 

1 0.33 4.8 0.4 
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A 

2 3 4 5 6 	6 5 4 3 2 

Figura 10.- Electroforésis en geles 
desnaturalizantes de tricina-dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida 

10% de 1.5 mm de espesor, de los sucesivos pasos de purificación del RE,. A y B son el mismo gel pero 
teñidos con Azul de Coomasie (lado izquierdo) y por Nitrato de Plata (lado derecho). Carriles 1, 14.1 
pg de cromatóforos. 2. 12.2 pg de cromatóforos - RE'. 3. 7 pg Extracto de cloroformo. 4. 7 pg Fracción activa del gradiente de glicerol (20-50%). 5. 7 pg de RF1  eluida de la columna de filtración molecular. 6. Estandares de peso molecular a.- Fosforilasa b (97'400 kd), b.- Albumina sérica de bovino (66'200 kd), e.- Ovoalbúmina (45'000), d.- Anhidrasa carbónica (31'000), e.- Inhibidor de Tripsina de Soya (21'500) y f.- Lisosima (14'400). 
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Se obtuvo un complejo EFI  con un peso molecular de 396.8 kda, que muestra 

12 veces más actividad hidrolitica para el substrato ATP•Ca" que para ATP•Mg", los 

pesos moleculares obtenidos para cada subunidad son: a 57.1 kda, 13 51.6 kda, y 35.1 
kda, 8 20.2, kda y e 15.4. Los pesos moleculares son muy similares a los obtenidos 
según la secuencia de DNA que los codifica (a 55 026, 13 50 852, y 32 437, 8 19 543 

y e 14 307) (Falk, 1985). 

Determinación de cisteinas totales y expuestas 
Debido a que en la literatura se había mostrado que la hidrólisis de ATP•Mg'', 

difiere en cuanto a su magnitud con respecto a la hidrólisis de ATP•Ca'` en el RF1  y 

en cuanto a la capacidad de bombear protones en el FoFi, se decidió monitorear el 

número de cistefnas expuestas al medio en el RF1  con ATP (con Mg" o con Ca2+), para 

ello se utilizó el ensayo descrito por Habeeb (1972) en el que por medio del reactivo 

DTNB (5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoato)) se pueden marcar las cisteinas accesibles. El 

número total de cistefnas del complejo EFI, de acuerdo a la secuencia de nucleótidos 

es de 13 (Falk et al., 1985) y su distribución se muestra en la tabla II. Esto se confirmó 

al determinar que el número de cistefnas del complejo purificado en este trabajo y 

desnaturalizado en presencia de SDS 2% (Fig 13) es de 13.1 cistefnas/mol RFi. 
Con el fin de comprobar que ninguno de los componentes añadidos durante las 

determinaciones (nucleótidos, cationes divalentes, etc.) interfería con el ensayo, se 

realizaron controles, determinando una cantidad de cistefna conocida en presencia de 

cada uno de los substratos y en las concentraciones del ensayo. Los datos obtenidos 

so presentan en la tabla III, el componente que más afectó la determinación fue el 
CaC12  pero solo en un valor de 0.2 cistefnas menos en el ensayo con la enzima. 	• 

En la figura 14 se muestra que para la enzima RF1  sin ATP ni catión divalente 
(11F1-EDTA) se marcan un número aproximado a 2 cistefnas, cuando se preincuba a 
la enzima con ATP•Ca2  son 1.7 las cisteínas marcadas, solo que para el primer caso 
la desnaturalización gradual posterior comienza a darse 22 minutos más tarde que 
para el RF1  con ATICah. 
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A) 	
1 

250 lig de Cromatóforos 
1 MgC12  1 mM 

PPi 	0.5 mM 

2 CCCP 2µM 
U.A. L.  

1 min 2 

1 
B) 

250 mg de Cromatótoros. 
1 ATP 4 mM 

MgC12  4 mM 

U.A. 2 CCCP 241 

1 atin 

2 

C) 
2 31 

250 µg de Cromatóforos 
1 ATP 4mM 

2 caci. 4MM 

L 
3 MgC12  4mM 

u.rk.  4 
1, attn 

4 CCCP 441 

Figura 11.- Espectros de la fluorescencia del anaranjado de acridina, como indicador de la generacidn 
de potencial electroqufmico en cromat4foros de Rhodospirilluns nibruni generado por la Pirofosfatua 
de membrana (A) y la ATP cintita» (B y C). A) 250 pg de proteína de cromat4foros, utilizando como 
substrato MgCI, 1 mM y PPi 0.6 mM. 13) 250 pg de prot. de cromatóforos, ATM(' 4 mM y C) 250 
pg de prot. de cromat4foros, ATP 4 mM, CeCle  3 mM y posteriormente MgCle  4 mM. Obsérvese como 
la hidrólisis del ATICal• no genera el potencial que se induce con ATM'''. En toda los catos (A.B 
y C) el gradiente se disipó con el protesóforo CCCP (2 p21). 
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Figura 12.. Actividad hidrolftica de ATNiie (11—•) y de ATP•Cal• (13 --D por cromat4foroa da 
rubrum (A) y por el sector RFrATPasa puro (B). 
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E 

Subunidad 

	

Posición en 	Posición en 

	

R. rubrum. 	E. coli. 

C-202 	C-193 
C-252 	A-243 
C-445 	L-446 

C-91 	C-88 
C-120 	M-118 
C-173 	L-169 

C-77 	V-77 

Tabla II 
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Claramente es distinto el monitoreo del complejo RF1-ATP•Mg''; durante los primeros 

45 minutos no se observa ninguna cistefna expuesta, en este momento se presenta un 
proceso de desnaturalización parcial (seguido por la aparición de cisteínas) hasta los 

95 minutos, de ahí y bota donde se pudo continuar. el monitoreo (180 min) solo se 

observaron 6 cistefnas, a diferencia del complejo sin substrato, que a los 140 minutos 

ya había expuesto sus 13 cistefnas. 
Con el fin de estudiar en detalle las distintas conformaciones de los complejos 

RFI-EDTA, RFl-ATP•Mg'' y R.FrATP•Cah, parte de este estudio se enfocó en la 

estabilidad de los mismos, para ello se procedió a realizar exactamente el mismo 

ensayo, pero en presencia de un agente desnaturalizante (hidrocloruro de guanidina) 

a bajas concentraciones (0.3M), con la intención de que actuara lentamente y 

permitiese monitorear la aparición gradual de cistefnas. Como se muestra en la figura 

15, los complejos más labiles resultaron ser RF,-ATP•EDTA y RFrATP•Ca'' en 
comparación con el complejo y RF,-ATP•Mg'', que tuvo una resistencia a la 

desnaturalización por mucho mayor tiempo (170 min), a diferencia de los otros 
complejos RFI-EDTA y RFl-ATP•Ca'' que a los 111-126 minutos ya habían expuesto 

sus cistefnas totales. 
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Figura 13.. Determinación por medio del reactivo DTNB de las cistednu totales del sector 11F1-
ATPasa desnaturalizado en presencia de SDS 2%. 38 pg de RF:  (0.093 nanomolu), EDTA 2 mM, SDS 
2%, DTNB 0.3 mM en amortiguador de fosfatos de sodio 0.08 M pH 8.0. Volumen 125 pl. El ensayo 
se realizó a temperatura ambiente monitoreando la absorbancia a una de 410 nm. Se consideró un 
coeficiente de extinción molar de 13 600W cm' y un peso molecular de 383 921 kda para el RF:  en 
todos los calculo.. La reacción se siguió durante todo el tiempo como control de la estabilidad del 
reactivo. 
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Tabla III 

Efecto de los sustratos agregados y la 
Guanidina—HC1, sobre el ensayo de 
determinación de cisteínas 

Substrato Cys—esperadas 
(nanomoles) 

Cys—obs. 
(nanomoles) 

MgC12  1.5 mM 3 2.95 

CaC12 2 mM 3 2.95 

ATP-Mg
2+ 
 1.5 mM 3 2.86 

ATP-Ca2 	2 mM 3 2.66 

ATP 2 mM 3 2.97 

Guanidina 
HC1 0.3 M 3 2.89 

El amortiguador empleado fue Tris—HCI 10 mM pH 8.0. En todos los ensayos se agregó 
3 nanomoles de L—Cys (Sigma Co.). La cantidad de cistefna se determinó por 
el método de Habeeb (1972) con DTN8, se siguió la absorbancio a 412 nm y se 
consideró un valor de 13'600 M

-1 
 cm como coeficiente de extinción molar. 
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Figura 14.. Cistefnas accesibles a marcaje por DTNB de los complejos RPrEDTA 	RF,-
ATP•Mg' (111—e) y RF,WIT•Mg' (0-0). Los ensayos se realizaron en amortiguador Tria.MC1 1041 
a 01 8.0, con 36 pg de RF1 (0.093 nanomolas), DTNB 0.3mM y a temperatura ambiente, la enzima se 
preincubó durante 3 min. con los substratos indicados antes de añadir el DTNB. ItPrEDTA. EDTA 
2mM. RFrATP•Mg". ATP 2.5mM y Mgel, 1.5 mM. 12P1•ATP.Cal". ATP 2mM y CaCla  2mM. Be tomó 
la absorbancia a una 1. de 410 nm y se consideró un coeficiente de extinción molar de 13 800 M4  cm' 
y un peso molecular de 383 921 kda para el R101  en todos los cálculos. 
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Figura 15.- Efecto de la Guanidina-11C1 sobre la accesibilidad a cistefnas. Aparición gradual de 
cistefnas monitoreado por DTNB al someter los complejos; liFi-EDTA 	RFA-ATP.Mgh  (9—e) 
y FiFrATP•Ca' (O-0), a desnaturalización con Guanidina-HCI 0.3 M. Los ensayos se realizaron de 
igual forma como se describe en la figura 14, con excepción de que la Guanidina-HCI se adicionó al 
final, a partir de una solución 3 M. 
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DISCUSION 

OptintizaciÓn de los cultivos de Rhodospirillum rubrum 
Todos los organismos fotosintéticos se adaptan a cambios en la intensidad 

luminosa. En el caso de las bacterias púrpuras no-sulfurosas Rb. capsulatus y Rb. 

sphaeroides (Revisado por Drews, 1986 y por Kiley y Kaplan, 1988 respectivamente) la reducción de 

la intensidad luminosa induce de inmediato los siguientes cambios: El área de 

membrana intracitoplásmica se incrementa seis veces, y el número de unidades 

fotosintéticas (centros de reacción y pigmentos antena) aumenta 5 veces en proporción 
con las células cultivadas en altas intensidades luminosas, se ha sugerido que dichos 
cambios pueden limitar la incorporación de otros componentes como el complejo bci  

y la ATPsintetasa. 

Los diferentes niveles do fotofosforilación observados en los cromatóforos de 

estas bacterias cultivadas a diferentes intensidades luminosas, se deben a un cambio 

en la proporción de los componentes de la cadena de transporte de electrones con 

respecto a los centros de reacción. Lo que resulta, para la condición de alta luz, en un 

transporte de electrones y un bombeo de protones nula rápido, debido a un mayor 
número de transportadores de electrones y de ATPasas (Riedl et al., 1983; 1985; García et 

al., 1987) 

En el caso de R. rubrum no existen evidencias de que un aumento en la luz 

incidente sobre los cultivos, causa un aumento paralelo a la cantidad de 

ATPsintetasas en la membrana del cromatóforo. Sólo existe un reporte de que el pulso . 
de crecimiento aeróbico (2-4 generaciones) de un cultivo que previamente se ha 

desarrollado fotoheterotrófico y anaerobio, induce un mayor número de ATPasas por 

cromatóforo, lo anterior fue demostrado por micrografias electrónicas de cromatóforos 
y por un aumento en la actividad de hidrólisis de ATP de los cromatóforos que va de 
56 a 130 nmolas•min'•mg' de proteína. (Keister y Raveed, 1981). Estos datos concuerdan 
con un aumento en la actividad de ATPasa de los cromatóforos que se observó en este 
trabajo, de 30 a 73 nmoles•miiii•mg4  de proteína, pero en este caso como efecto del 
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incremento en la luz incidente sobre los cultivos de R. rubrum (Fig 6a). 

Sin embargo no se puede relacionar de manera directa que un incremento en 

la actividad de hidrólisis de ATP por los cromatóforos con un mayor número de 
ATPasas en éstos, ya qUe dicho fenómeno se puede explicar también por un aumento 

en la velocidad de hidrólisis y bombeo de protones de cada oligómero FoFi  (Fig 6). En 

los cromatóforos de Rb. sphaeroides se ha observado que un aumento en la proporción 

protefna:fosfolípido, provoca una disminución en los niveles de hidrólisis de la 

ATPasa, mientras que un decremento de dicha relación, tiene el efecto contrario, es 

decir eleva la eficiencia de las ATPasas (Hoger et .14987). 

Paralelo a las diferencias en las actividades hidrolfticas y el bombeo de 

protones entre los cromatóforos obtenidos a partir de cultivos crecidos en baja y alta 

luz (Fig. 6), se encontró una disminución en la cantidad del pigmento bacterioclorofila 

(bchl) (de 71 pg/mg prot. a 33 pg/mg prot.) con respecto a la cantidad de la proteína 

total del cromatóforo, ahora bien si asumimos que los cambios en la luz incidente 

sobre las bacterias, no alteran la cantidad de bacterioclorofila en los cromatóforos (Holt 

y Marr., 1965b), entonces lo que se produce, es un aumento en la concentración de 

proteína de crornatóforo, y ocurrira un incremento en la cantidad de ATPasa. 

El aumento en la proteína del cromatóforo, induciría a su vez un incremento 

en la proporción protefna:fosfolípido y un posible efecto inhibidor sobre la actividad 

de hidrólisis corno el que se describió en los cromatóforos de R. sphaeroides (Roger et 

al., 1987), pero en nuestro trabajo se observó un aumento de la actividad (Fig 6), lo que 
sugiere nuevamente el incremento de ATPasas en nuestro sistema. 

Aun así es difícil afirmar que a mayor luz incidente sobre los cultivos, haya 
más cantidad de ATPsintetasa por cada cromatóforo, como se ha demostrado en Rb. 

capsulata y Rb. sphaeroides. 

Existen procedimientos para determinar la cantidad de F0FI-ATPasa por 

cromatóforo (por ejemplo Norling et al., 1989), pero esto no se contemplo en este estudio. 
Por otra parte se confirmaron observaciones anteriores de este laboratorio 

(González-Pedrelo, 1993) de que un aumento en la intensidad luminosa en los cultivos de 
bacterias púrpuras no-sulfurosas, disminuye la cantidad de pigmentos y por tanto 
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facilita la purificación de otros complejos proteicos, de la membrana del cromatóforo 

como el complejo bc, (Gonalea-Pedrajo, 1993)y el sector F1  de la ATPsintetasa (este trabajo). 

Propiedades del sector F1  de Rhodospirillum rubrum 
Se obtuvo un complejo RF1  puro del que se identificaron sus 5 subunidades, 

para ello se empleó un método que después de múltiples repeticiones demostró ser 

completamente reproducible (Norling et al., 1988), aunque el rendimiento de 

aproximadamente 0.33% de la proteína inicial (de cromatóforos), parece ser muy bajo 

(Tabla 1), esto considerando un estudio en el cual se determiné que el 14% de la 

proteína total de cromatóforos es RF1  (Norling et al., 1989), u otro en el cuál se encontró 

que el 2-5% de la proteína de cromatóforos de Rb. sphaeroides es Fi  (Roger et a1.,1987). 

Con respecto a la extracción con cloroformo, dicho procedimiento sí libera a la 

mayor parte de RF1  de las membranas, tal como se aprecia en la figura 10, si se 

comparan los carriles 1(cromatóforos) y 2 (cromatóforos tratados con cloroformo) de 

las electroforésis de los pasos de purificación (figura 10a y 10b), se observa que 

después del tratamiento desaparecen de los cromatóforos 2 bandas de 51.6 y 57.1 kda 

que corresponden a las subunidades 13 y a del RF1. Dichos péptidos aparecen en el 

soluble de dicha extracción (carril 3 Fig. 10a y 10b), lo que se aprecia mejor en la 

tinción con Azul de Coomassie. 

Por otro lado se ha reportado que el método para liberar al sector RF1  de los 

cromatóforos con cloroformo es una mejor alternativa que hacerlo por sonicación, ya 

que ésta última técnica provoca que el complejo RF1  pierda a la subunidad 8, a 
diferencia de la extracción con cloroformo de la cual se obtiene un oligémero íntegro 

(Fig. 10a y 10b carril 5) (Muller et a1.,1979). 

En este trabajo el peso molecular para la subunidad e (15.4 kda Fig 10a y 10b) 

determinado por geles desnaturalizantes de poliacrilamida, es similar al reportado 

según la secuencia nucleotídica (14.3 kda), por una diferencia de 1 kda. En cambio 

Johansson y Baltscheffsky (1975) determinaron un peso de 7.6 kda, estas d iferencias 

posiblemente se deben a las distintas técnicas electroforéticas empleadas (este trabcdo, 
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Scheuer y Ven Jay», 1987; en el trabajo de Johanison y Bedeecheffnly e e mediad d sistema de Leenunll, 

1970). 

El complejo RF,,Fi  en el cromatóforo se comportó de acuerdo a lo esperado en 

cuanto a lo reportado en la literatura. Se estableció también la integridad de los 

cromatéforos, ya que 2 bombas de protones (la pirofosfatasa membranal y la W-
ATPsintetasa) mostraron ser capaces de generar un gradiente de pH, determinado 

espectroflurometricamente (Fig. lla y 11b). Mientras que la hidrólisis de ATP•Mg'' 

(0.18 pmolasinin'I•mg4) genera un potencial electroquimico al bombear W al interior 
del cromatóforo, la hidrólisis de ATP•Ca'' (0.03 pmolas•min''•mg') falló en translocar 

protones (Fig. 11c) tal como ha sido descrito por Gromet-Elhanan y Weiss (1989), Strid 

y Nyren (1989) y Montero-Lomelf y colaboradores (1989). 

Otro efecto esperado fue el hecho de que al solubilizar y purificar al sector RF1, 
éste invierte su habilidad de hidrolizar mejor al ATP•Mg'' que al ATP•Ca'' y ahora 

muestra una aumentada actividad de hidrólisis de ATP•Ca" que es inhibida 

competitivamente por Mg ++, ésta inversión se aprecia claramente en la figura 12. 

Cambios conformacionales ATP•(EDTA)(Mg")(Ca'•)-

dependientes en la RFrATPaga 
¿Porqué la hidrólisis del ATP•CO• por el RF0F1  en los cromatóforos falla en 

inducir el bombeo de protones, mientras que la hidrólisis de ATP•Mg'' si logra 
catalizar la translocación del protón?, ¿La hidrólisis ATP•Mg2" y ATP•Ca'', del RF0F1  
de cromatóforo y en el RF1  soluble, aunque de diferente magnitud, provocan los 
mismos cambios conformacionales?. 

Los estudios de comparación de la reacción catalítica entre F0F1  y F1, han 
demostrado que son sumamente similares, pero las enzimas son algo distintas en 
cuanto al arreglo inter-subunidades del sector hidrofflico (Pedenen et al., 1987; Dreyfin et 

al., 1988). 

También se ha comprobado, analizando el comportamiento en presencia de 
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detergentes, que los arreglos estructurales generales son distintos entre los complejos 

activos RF0F1-ATP•Mg'` y RF0FI-ATICa", tanto solubilizado como en los 

cromatóforos (Montero lomeli y Dreyflis, 1987). 

El presente trabajo pretende determinar si el arreglo conformacional del sector 

RFi-ATP•Mg" y del sector RF1-ATP•Ca'` son diferentes. 
El método que se utilizó para ello se basa en el marcaje con DTNB de las 

cisteínas accesibles, existen buenos ejemplos de estudios donde se ha determinado, 

utilizando este reactivo, el número total de cistefnas de una enzima en la que se 

conoce con exactitud su peso molecular, así como el número de grupos SH cuya 

reactividad se altera según el estado conformacional (Deslio y colaboradores, 1983; DeLuca 

y McElroy, 1981 Soper y colaboradores, 1979; Martín y colaboradores, 1989; Clayshulte y colaboradores, 

1990). 
Con el empleo de éste marcador se logró determinar que cada oligómero RF1, 

desnaturalizado por SDS 2% posee 13 cisteínas (Fig. 13) lo cual concuerda con el 

número de cisteínas que se reporta en la secuencia nucleotídica (Falk et al., 1985). Se 

puede predecir que no todos los residuos de cistefnas son accesibles al marcador de 

cisteínas (DTNB), esto dependerá del arreglo conformacional de la enzima, y se 

sugiere que éste puede depender también del tipo de catión divalente (Mg" o Ca") 

coordinado al ATP como substrato de la hidrólisis. 

En el presente estudio se demostró la existencia de dos tipos de conformaciones 
generales, una para la enzima RF1  que hidroliza ATP•Mg'` y otra para la RF1  que 
hidroliza ATP•Ca'+. Esta última pudiera ser la misma que tiene la enzima que no está 

hidrolizando ATP. En otras palabras, es probable que el ATP•Mg'' induzca un cambio 

conformacional que el ATP•Ca'' no induce. Estas proposiciones se basan en dos 

observaciones que son: i) Tanto en la enzima que no ha visto substrato (Ry'rEDTA) 
como en el RF1  que hidroliza ATP•Ca' (El DTNB no inhibe la actividad de ATPasa. 
Dato no mostrado) se marcan un número aproximado de 2 cisteínas/mol de R,Fi. Por 
otro lado el RF1  que cataliza la hidrólisis de ATP•Mg'` no muestra ninguna cistefna 

accesible al marcador DTNB (Fig. 14). En experimentos de desnaturalización con 
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Guanidina-HC1 0.3 M de los complejos RFI-EDTA, RFI-ATP.Me• y RFI-ATP•Cah, se 

observa un efecto protector del ATP,Mgh  que no ejerce en igual medida el ATP.Cas• 

y mucho menos el RF1-EDTA (Fig. 15). 

Como ya se había mencionado, el RF0F1  en cromatóforos no tiene la misma 

actividad en presencia de otros cationes divalentes distintos al Mg'', como el Mas', 

Ca", Co", Ni" o Fe". Sin embargo aunque los niveles de hidrólisis de ATP•Mga* y 

ATP•Ca" no parecen ser tan distintos (con Ca" es sólo 3.8 veces menor que con 

Me•); sí existen diferencias funcionales, como por ejemplo, ambas actividades 
hidrolfticas se inhiben en diferente porcentaje con DCCD y Oligomicina, el complejo 

RFI-ATP.Me* se inhibe 70% y el complejo RFI-ATP•Cas• 30% (8ohecido' et el., 1950), ni 

son igualmente sensibles a la activación por detergentes (Montero-Lomolf y Droyfbo, 1987). 

Sobre todo la hidrólisis en presencia del metal Ca", no induce el bombeo de protones 

al interior de la vesícula (Fig. 11c), mientras que con Mg" esto sí ocurre (Fig. 11b) 

(Strid y Nyren, 1989; Gromenlhanan y Wel" 1989; Montero-Lornell oh al., 1989). Todo lo anterior 

plantea que el Ca" sustituyendo al Mg" (coordinado al nucledtido) en el sitio 

catalítico de la ATPasa, o en sitios para Mg" de carácter regulador (por ejemplo los que 

proponen Pedersen et al., 1987), no ejerce los mismos efectos. 

Por el contrario a como ocurre en los cromatóforos, la actividad hidrolftica del 

complejo soluble RFrATP.Ca" es 8 (Norling et al., 198e), 60 (este trabajo Fig. 12b) o 
incluso 158 veces mayor (Andralojc y Harris, 1993) que la del complejo RFI-ATP•Mgh, sin 

embargo la actividad de hidrólisis de ATP.Mgh del FoFi-membranal es de la misma 

magnitud (en cuanto al numero de recambio) que la llamada "actividad latente" 
ATP•Mes del RF1-soluble (7 y 9.6 moléculas de ATP•Mga• hidrolizado (seg)•1  

respectivamente) (Norling et al., 1989). 

Una explicación a este fenómeno fue propuesta por Strid y Nyren UNO donde 

se sugirió que la causa era la diferencia en los tamaños de dichos metales divalentes 

coordinados al ATP, el Ca" (0.99 A) más grande que el Mg" (0.69 A), provoca un 

arreglo distinto en el sitio catalítico, además hay que considerar que la capa de 

hidratación del Mg" es de 360 veces su radio jónico mientras que la capa del Ca" de 
• 
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25-30 veces su radio i6nico, por tanto el volumen del Mg" hidratado es mayor que el 

del Ca" (Maquine et al., 1992). 

Si además del tamaño consideramos que las constantes de disociación del Ca" 

(Ka  1,8 M X 104) y del Mg" (Ka  0.67 M X 104) con el ATP son tan distintas (Bridger 

y Henderaon, 1963), no es dificil suponer que la diferente estructura del nucle6tido con 

Ca", tiene efectos sobre el sitio catalítico que inducen un cambio conformacional 

distinto al que ejerce el nucle6tido con Mg", ocasionando el desacoplamiento entre el 

evento catalítico y el acarreo del protón. 

yA qué nivel de la enzima ocurren estas diferencias en los arreglos 

conformacionales?. Esta no es una pregunta fácil de contestar sin embargo se sabe 

que mutaciones en la subunidad y de la ATP sintetasa de Escherichia culi alteran el 

acoplamiento entre la catálisis y la formación del gradiente electroqufmico, sin afectar 

del todo la actividad hidrolftica de la enzima, Tales mutaciones se han generado en 
el extremo carboxilo terminal (Gln-269 por Leu) y también en elimino terminal (Met-

23 por Arg o Lys) (lwamoto et al, 1990 y Bbin et al., 1992 respectivamente), por otra parte hay 

evidencias de que la subunidad y interacciona con la subunidad O (Aria y gimen', 1983), 

además de que, en experimentos con agentes entrecruzadores químicos, se encontró 

que dicha interacción ocurre entre el extremo carboxilo de la subunidad y y la región 

144.155 de una de las subunidades 13 (Aggeler et el., leen Esto se obtuvo solamente 

cuando la FI  se incubó con AD? + Mg' y no cuando el catión divalente está ausente 
(Aggeler y Capaldi, 1993). Loa datos anteriores implican que dicha región (144.155) en la 

subunidad 13 es parte del sitio catalítico (Duncan y Croes, 1992; Futal et al., 1992) en la región 
conocida como el asa rica en glicinas ("glycine-rich loop"). Esto concuerda con las 

evidencias de que el Mg' y el ADP provocan cambios cinéticos y conformacionales 

importantes tanto locales (Ida et al., 1991) como generales (Yoshida y Albeen, 1983 Gómez-

Puyou et al., 1983; Feinstein y Moudrianakis, 1984; Dreyfue, 1985; Hisaborl y Mochisuki, 1993). 

Evidencia reciente indica que el sitio catalítico en Fi  es sumamente parecido 
al sitio que une GTP en la proteína Ras (Fry et el., 1988; Duncan y Croes, 1992), la 
estructura cristalográfica de dicha proteína está disponible y se ha generado 
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información acerca del evento de hidrólisis del GTP.Mgh (Wittinghofer y Psi, mi). En 
analogía con la un dominio de la proteína Ras; la región rica en glicinas del Pi  une 
los fosfatos 0 y y del ATP y el Mg'', lo que provoca re-arreglos con otros dominios 
cercanos. 

Las evidencias presentadas en este trabajo (Fig 14 y 16), indican que en el 

sector RFI  la hidrólisis del ATP,Ide induce una conformación distinta comparada con 
la de el EFi  que hidroliza ATP.Cab, y podría ser que la primera de ellas sí indujera 

la transmisión de un supuesto cambio conformacional que seria comunicado al canal 

F0  para promover la trsnslocación de protones. 

Esta especulación extrapolada al complejo IV'  en el cromatóforo, explica 

porqué la hidrólisis del ATP.Cal• falla en inducir el bombeo de protones (Fig. 11c), 

mientras que la acción de hidrolizar ATP.Mgh si logra hacer que el ro transloque 

La razón de la elevada actividad de hidrólisis de ATP.Cak  por el oligómero 
soluble EFI, con respecto a la de ATP.Mg», se podría explicar sugiriendo que la 
enzima que hidroliza ATP•Ca", al no provocar un cambio conformacional (el que sí 
ocurre con ATP.Mg2+) se ahorra un evento cinético o un paso de la catálisis, al no 

provocar el cambio conformacional que si induce el ATP Mg'' (lo cual explica nuestra 

áservación de 2 cisteínas expuestas con ATICas• o sin él) y por ello el ATP.Cak se 

hidroliza más rapidamente. Lo anterior se apoya en la observación de que la velocidad 
de hidrólisis del heterodfmero a/11 para el ATP.Me• y para el ATP.Cal• son iguales 
(Andralojc y Harris, 1993). Esto es una evidencia de que le causa de la diferencia en la 
hidrólisis ATP•Mg" y ATP•Ca" por el complejo EFI  es la distinta interacción entre 
el complejo sitio-catalíticoATP(Metal•divalente) con la oubunklad y, que es la 
responsable (junto con las otras subunidades menores 8 y e) de inducir el cambio 
conformacional trasmitido al Fn, que provoca el bombeo de protones en la hidrólisis. 

Si los eventos catalíticos de la hidrólisis del ATP fueran equivalentes entre 

ItionFI  y ItFi , entonces entender las diferencias de dichas hidrólisis (en dependencia 

del metal divalente) en el sector EF, podría llevarnos a explicar, las diferencias en la 
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actividad ATPasa del RFOF,ATP•Mg2  y del RF0F1-ATP•Ca'' o las diferencias entre 

una hidrólisis que acopla la catálisis en F1  con el bombeo de IP en Fo  y una que no 

lo hace, todo con la finalidad de explicar dicho proceso de acoplamiento. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
Una de las preguntas centrales en cuanto a la síntesis de ATP por el complejo 

F0F1-ATPasa, es acerca de la naturaleza del cambio conformacional que acopla la 

fuerza protdn•motriz (en F0) con la síntesis de ATP•Mit en los sitios catalíticos (en 

F1) de dicho complejo enzinuttico. Este proyecto intentó aproximar una respuesta, por 
medio de encontrar las diferencias de dos tipos de hidrólisis en el EFI, inducidas por 

el distinto catión divalente coordinado al ATP (Me* o Ca''). 	Al estudiar dicho 

fenómeno en el sector F1  es posible que las diferencias se preserven dado el distinto 

comportamiento cinético observado en la hidrólisis de ATP•lligh con respecto a 

ATP•Cak. Este estudio mostró la posibilidad de que existan dos conformaciones o 

arreglos estructurales distintos entre la actividad de hidrólisis de ATP•1110.  y la de 

ATP•Cak, para ello se monitorearon las cistefnas reactivas en cada caso (2 para el 

complejo RFI-A'fP•Cak  y ninguna para el EFI-ATP•Mgk), se especula además la 
posibilidad de que el estado o conformación-general dependiente de Cak sea el mismo 

que impere en dicha enzima en estado latente o sin substrato, o lo que es lo mismo 

que el ATP•1110.  induce un cambio conformacional local en el sitio catalítico que 

promueve un re-arreglo inter-subunidades, mismo que el ATP.Cak no logra inducir 

del mismo modo. 

Para poder comprobar dicha hipótesis se propone realizar los siguiente: O 
Determinar cuales son las cisteinas que se están marcando en cada caso y con ello 
determinar si son las mismas en el caso de RFI-ATICak y RF1-EDTA. W Empleando 
una metodología distinta (como el empleo de Dicroísmo Circular y realizando 

entrecruzamien tos químicos) confirmar si existen cambio. conformacionales distintos 

en el RF1  que hidroliza Ca" comparado con el que hidroliza Mak. 	Determinar la 
actividad hidrolítica para ATP.Me* y para AT1Cak del tipo unisitio, lo que nos 

hablaría del evento cinético en un solo sitio catalítico, sin interaccionar con los demás 

sitios. y iv) Buscar alterar la hidrólisis de ATP•Cak  (mutagénesis dirigida, 
anticuerpos o con solventes distintos al agua) de manera que ahora si indusca el 
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bombeo de protones, ya que entender en que consiste dicha alteración podría 

llevarnos a entender como se conectan ambos eventos, la hidrólisis del ATP y el 

bombeo de iones. 
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