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I RESUMEN

El complejo enzimatico Fg-F; de mitocondria, cloroplasto y membrana plasmatica de procarioto, es

capaz de catalizar rever

la is del ATP a partir de ADP y Pi en presencia del gradiente

el Juimico y, en pr iade ATP y sin gradiente, se lleva a cabo la hidrolisis del nucledtido.

La hidrélisis del ATP esta regulada por la protecina inhibidora (PI) y por la ocupacién de ATP o
ADP de los sitios reguladores. El papel principal de la proteina inhibidora es el de impedir la hidrolisis del
ATP cuando no existe gradiente de protoncs. El ATP puecde ocupar tanto sitios cataliticos como
reguladores, cuando ¢l sustrato hidrolizado cs ¢l ITP sc ha visto que solo puede ocupar sitios cataliticos y
no existe recambio en los sitios reguladores como en el caso del ATP.

El presente estudio pretende conocer el efecto de la ocupacion de los sitios reguladores por ATP y
de los cataliticos con el TP y ATP, en presencia o ausencia de la Pl en la hidrélisis, en particulas
submitocondriales (smp) controladas (con PI) o activadas (sin PI), para lo cual sc rcalizaron curvas de
temperatura, cfecto del pH, tanto en la velocidad de hidrélisis especifica como en las constantes cinéticas
Km, Vmax ¥y Vmax/Km.

Dec dichos resultados encontramos que la diferencia en el valor de la energia de activacion para el
ATP con y sin la Pl podria indicar la encrgia necesaria para mover la PI de su sitio inhibitorio.

E! pH con la particulas submitocondriales controladas con ATP e ITP podria indicar la curva de
disociacion de la PIL.

En las particulas submitocondriales activadas con ATP sc observa un pH el cual sugicre pK, aunque
tambien exite recambio, en los sitios reguladores. Con ITP ¢l pH externo no altera la reaccion de hidrélisis.

A pH 8.0 (6ptimo) la Vmax sc modifica un orden de magnitud entre ambos tipos de particulas. La
Km no se modifica por lo que la PI no participa en la formaciéon del complicjo enzima-sustrato. En la
relacion Vmax/Km existe una mayor cficiencia de formacién del complejo enzima-producto con ATP que
con ITP.

A diferentes pH. la Km con ATP no se modifica y con ITP la diferencia es miuy baja, y 1a Pl no
modifica los pK de la Vmax. En la relacion Vmax/Km con ATP existe un pK entre 6.9 y 7.0 que intervicne
cn ¢l paso de formacion del complejo enzima-susirato al complejo enzima producto. La Pl no modifica la

conducta cinética de la enzima.



INTRODUCCION

EL PROCESO DE RESPIRACION

A lo largo de la evolucién bioldgica los seres vivos, para crecer ¥y mantencrse con vida, han
dasarrollado vias de sintesis y degradacion de compucstos que les permite generar y almacenar cnergia. La
energia es conservada en el nucledtido de aita energia llamado adenosin trifosfato (ATP), durante la oxidacién
de los alimentos, a través del proceso de respiracion para ser utilizado posteriormente en procesos como el
is, que son esenciales para la vida. Los procesos biosintéticos dependen de un
| comi 1 con compucstos sencillos,

tr te y la bic

suministro adecuado dec carbono y nitrégeno; y
1 Aunque exisen variaciones, las rutas que participan cn la

denominados inter diarios bolicos
produccion de ATP son esencialmente similares en todos los organismos y estan de acuerdo a las necesidades

¥y entorno de cada uno de cllos.
La via metabdélica que utiliza la célula para ob
(acrobio o anacrobio) a donde pertenezca. Asi, en los cloroplastos o cromatéforos de plantas, cianobacterias

el ATP io depende del medio ambiente

y otras bactcrias fotosinteticas, ¢l ATP se produce fundamentalmente, a través, del acoplamicnto del
mecanismo fotosintético de transporte de electrones Hamado fotofosforilacién, donde la fuente de electrones
que genera ¢l ATP cs la luz, a los organismos que emplean este sistema se les conocen como Jfotstrofos. En
0fos el ATP se deriva de la oxidacion de compucstos orgianicos, que cn los

bio, en los g
microorganismos, se dcnominan sustratos del crecimiento. Las rutas oxidativas que se usan y los procesos de
blemente similares cn todos los organismos. En los organismos

transporte de clectrones asociados, son ng
acrobios estos procesos sc¢ denominan habitualmente como respiracion celular y la encrgia se obtiene de la

transferencia de electrones a partir de moléculas organicas, por ejemplo, por la completa oxidacion de la
molécula de glucosa hasta dioxido de carbono, agua y ATP; cn cste proceso se obtiene un rendimicento
maximo cn la sintesis del nucledtido. En los organismos anacrobios o en los acrobios facultativos que
funcionan en condiciones anacrobicas, recibe el nombre de respiracién anacraobia, o bien, fermentacicn cn
dondec la obtencion del ATP es por fosforilacién (la fosforilaciéon del ADP a nivel de sustrato) en la cual, la
cnergia obtenida a partir de una molécula de glucosa que sc transforma en 2 moléculas de dcido lictico 6 2
moléculas dc etanol mas 2 moléculas de ATP mais 2 moléculas de agua (Trevan, 1989).

Del acoplamiento entre la oxidacion y la sintesis del ATP se obtiene un rendimiento maximo de 32

a 36 moléculas de ATP cn el proceso de fosforilacion oxidativa en las mitocondrias de células con




respiracién aerobia, ¥ cn las células quec presentan respiracién anaerobia se producen como maximo 2
moléculas de ATP por molécula de glucosa.

En las células la cnergia es conservada durante cl proceso de fosforilacion oxidativa en la molécula
del ATP, cuya estructura con trifosfatos unidos a la adenina y la ribosa le confieren un valor de encrgia

libre de Gibbs (AG) de -7.2 Kcal/mol (Straycr, 1992).

EL PROCESO DE TRANSDUCCION DE ENERGIA

El proceso de transduccion de cnergia se lleva a cabo cen las siguicntes membranas transductoras:
membrana plasmatica cn bacterias, membrana tilucoidal de cloraplastos y membrana interna mitocondrial
(Fig. 1). Es un proceso complejo debido a la intervencion de varias enzimas multisubunitarias localizadas cn
dichas membranas transductoras y que son esenciales durante el proceso de la fosforilacion oxidativa y que
participan cn ¢l proceso de sintesis del ATP. Por gjemplo en las mitocondrias estas cnzimas, al catalizar las
reacciones oxidativas, generan un gradiente clectroquimico de protones (H), a través de la membrana al
encargarse de llevar los clectrones hasta el O; que ¢s el aceptor final, a través, de la cadena respiratoria. Este
transporte de clectrones ¢s acompariado por la translocacion vectorial de protones de un lado hacia ¢l otro de la

membrana transductora (Scnior, 1988).

Bacteria (£. coli }

Figura t Esqucma representativo de la localizacién de la enzima ATPsintasa en las membranas
transductoras de cnergia (mitocondria, cloroplasto y membrana plasmatica).




El proceso de transduccion de energia lo podemas dividir en dos:
a) La transferencia dc electrones a lo largo de la cadena respiratoria hasta un aceptor final, que da como
ion de cargas (=) ¥y de H" de un lado y otro de la membrana y genera un gradiente

Itado una sep
electroquimico de protones (ApH™).
El gradicnte clectroquimico se definc como: ApH" = AW + ZApH.
donde: A = diferencia de carga.
ZApH = diferencia de la concentracion de H”,
b) La formacion del AuH" en los procesos bionergéticos es propiaciado por la cnergia luminosa (fotones), o
bien, obtenido de los sustratos respiratorios y utilizado por las enzinmias dc la cadena redox respiratoria o

fotosintética cn cl caso de las halobacterias y la bacteriorrodopsina para formar el AuH™. Este gradiente

izado para el transporte de moléculas cargadas a través de la membrana

clectroquimico puede ser ut
plasmatica, o bicn, ¢n la sintesis del ATP (Fig. 2), este ultimo el proceso es mas importante (Grant, 1987,

Sintesis del ATP
n Fy-F, ATPasa

Transporte activo]

Scnior, 1988).

Enzimas
Respiratorias \. /-

Hidrolisis del ATP on Gradienie | "
Fo-F, ATPasa .| dec proténes
(Procariotos) (ApH™) \

Rotacion flagelar
Sistema enzimadtico / \ Transporte

capaz dc capturar la luz membranal de
cloroplastos, protecinas
lcromatéforos, 7 alobitm.)

Figura 2. Rutas que favorecen la gencracion y como es utilizado el AuH” en los seres vivos. (tomado de
Scnior, 1988).

Aunquc todavia no estan claros los procesos moleculares que ocurren en la conservacion de la energia,
cuando el fosfato inorganico (Pi) sc unc al ADP para formar al ATP, sabemos que, para ¢l proceso de
acoplamiento cnergético ¢s muy importante la localizacion de las enzimas participantes en las membranas

4



transductoras de energia, al imper bles a los protones, caracteristica que les permitc generar y
mantener ¢l potencial eléctrico y la diferencia osmética de H"* (L.ehninger, 1970).

La cadena respiratoria mitocondrial esti contituida por tres complejos cataliticos (Fig. 3) que
contribuyen a la translocacién transmembranal de protones de la matriz hacia cl espacio intermembranal:
primero la enzima NADH:ubiquinona (Q) oxidoreductasa (¢l complgjo 1), ubiquinol: ferricitocromo bc,
oxidoreductasa (complejo IlI) y ferrocitocromo ¢: O, oxidoreductasa (complejo V) o citocromo oxidasa, mas
dos acarreadores de bajo peso molecular, ¢l citocromo ¢ oxidasa y la ubigquinona-10 (Q). El complegjo
succinato:ubiquinona éxido reductasa (complejo 11) no produce ApH" por lo que sc le considera sélo como un

auxiliar en la conscrvacion de la cnergia de la cadena respiratoria (Wikstrém y Saraste, 1984).

Lk

FUMARATO

NAD SUCCINATO

Matriz "

Gradiente intezsic de Potencial

de pH ATP, dobidn Electrico

A pH movimicnto D
de peotones

Figura 3. Esquematizacion de las enzimas participantes ¢n ¢l proceso de transporie de electrones ¥y su
orientacién dentro de la membrana interna mitocondrial.

LA MITOCONDRIA

De acucrdo al tipo celular, las mitocondrias varian cn tamaiio, namero, forma y localizacion
intracelular. Se encuentran presentes en todos los eucariotos: protoctistas, hongos, animales y plantas. Estan
constituidas por una membrana cxterna, una membrana interma y dos compartimentos internos: ¢l espacio

intermembranal y la matriz mitocondrial (Fig. 4). La matriz conticne una mezcla altamente concentrada de

s



proteinas, que incluyen las que se requicren para la oxidacion del piruvato, dcidos grasos y en el ciclo del
acido citrico. Del peso total de la mitocondria, del 70 al 75% correspende a las proteinas y ¢l resto lo aportan

los fosfolipidos. Genéti presenta cierto grado de autonomia dentro de la célula, ya que contienc

muchas copias idénticas del dcido desoxirribonucleico (ADN) genémico mitocondrial, necesarias para llevar a

cabo la sintesis de algunas de sus proteinas ya que sélo del S al 10 % de las proteinas totales de la mitocondria,
son codificadas por ¢l ADN genomico mitocondrial y especialmente ribosomas mitocondriales, acido
ribonucleico (ARN) de transferencia y varias enzimas que se requicren para la expresion de genes

mitocondriales; ¢l resto de las proteinas es sintetizado y codificado por €l niucleo celular (Tager er al, 1983).

Externa

Membrana Interna

Figura 4 Microgratia clectrénica de mitocondria (a); acercamicnto de la estrucwura de la membrana

intema mitocondrial, donde se observan a manera de protuberancias en la superficie, a la regién del

sector Fy de la ATP sintasa (b).Esquema de la cstructura mitocondrial en que se localiza lamambran
b interna, stas, matriz. y espacio intermemt |




EL MECANISMO QUIMIOSMOTICO

El i imi otico propucsto por Mitchell en 1965 incluye el acoplamicnto cntre la

membrana interna mitocondrial,
que conticne a la cadena transportadora de clectrones y a la enzima ATPsintasa. Este mecanismo propone

que la energia derivada del transporte de clectrones es utilizada para la translocacion de protones, de la
matriz mitocondrial a través de la membrana interna hacia el citosol, lo quec origina una difercncia de
potencial transmembranal (AuH"). Este potencial se encucntra constituido por dos componentes: una
diferencia de pH (ApH) y una diferencia clectroquimica de carga o (Awy), separados por una membrana
impermeable a protones (H'). Durantc la formacién del gradiente de protones, la energia almecenada se
utiliza para la formacion del ATP cuando éstos regresan hacia la matriz a través del canal de la ATPasa.
Este proceso cs reversible al existir una interconversién del potencial, asi la sintesis del ATP utitiza el
ApH* y 1a hidrélisis lo genera (Fig. 3).

El gradiente también es utilizado para la translocacion de otras moléculas a través de la membrana,
asi el ADP y ¢l Pi son transladados hacia la matriz mitocondrial para la sintesis del ATP.

La estequiometria de los iones fosfato incorporados al ATP por cada par de clectrones que viaja a

través de la cadena transportadora de clectrones se le conoce como la relacion P/2 ¢, equivalente a la

relacion P/420,, debido a que por cada par de clectrones se reduce un atomo de oxigeno. En las
mitocondrias la relacion P/%20; ¢s de 3 para cl sustrato nicotinamida adenina dinucleotido (NADH). La

relacion es de 2 para los sustratos que transficren clectrones a flavoproteinas del segundo sitio (Mitchel,

1965).

MECANISMO DE UNION Y RECAMBIO

La sintesis del ATP por la ATP sintasa es un proceso que requicre de cnergia y para explicar esto, ¢l
grupo de Boyer en 1989 propone el mecanismo conformacional, el cual es conocido como ¢l mecanismo de
unién y recambio “binding change™ y sus caracteristicas principales son: 1) la sintesis de ATP ocurre
espontaneamente en los sitios cataliticos, y €l paso que requicre de energia s ¢l cambio conformacional que
sufre ¢l sitio catalitico de alta afinidad debido al ATP, para transformarse ¢n uno de baja afinidad, ¢l cual

permita la salida del ATP, 2) la union del sustrato y la liberacién del producto estin asociados al proceso de



energizacién de la mebrana y 3) la unién del sustrato y la fiberacién del producto ocurren simultancamente

en subunidades cataliticas scparadas pero que fi i 1 se an inter d: en forma
concertada.
ATP+ T ane vy ENERGLA /ane v H,0 ATP
g, ' $ AP
Figura 5. Diag; del i dc unién y bio de los sustratos, para los sitios cataliticos.

INTRODUCCION A LA FAMILIA DE ATPASAS

Las enzimas translocadoras de protdon ATPsintasas o proton ATPasas, tipo Fo-F|, se encuentran

eohid .

en las

de bacteria, cloroplastos y mitocondria, asi como en otras endomembranas de

células cucariontes. Las ATPsi se encl ran ampli distribuidas en cubacterias aerébicas y
fotosintéticas (BFgF), arqueobacterias (AFyFy), mitocondria (MFgF,) y cloroplastos (CFgF,). Su funcién es
la sintesis del ATP a partir de ADP y Pi, la que se¢ encuentra acoplada al movimiento transmembranal de
protones y requicre de la cnegia del gradiente de H'. La funcién de los complejos tipo (FoF;) cs

exclusivamente como ATPasa y se encuentran en vacuolas de células cucariotas y en anacrobios obligados.
" Estas ATPasas acoplan la hidrélisis del ATP a la generacion del gradiente clectroquimico, ¢l cual mancja

un sistema dc transporte secundario (Pencfski y Cross, 1991).

FUNCION DE LA ENZIMA ATPSINTASA

Como se¢ menciond la combinacion entre las proteinas del sistema de transporte de electrones con la
genceraciéon del ApH”, favorece la sintesis del ATP. La enzima ATPsintasa cataliza reversiblemente 1a
rcaccioén de sintesis ¢ hidrolisis (ADP + Pi < ATP) dicho proceso requiere de una gran cantidad de energia
del gradiente dc protones (ApuH®) gencrado por las reacciones de oxidacion en la fosforilacion oxidativa
(Mitchell, 1966). In vivo las enzimas también pucden hidrolizar al ATP y gencrar un gradiente de protones
(Senior, 1988).

Las funciones de las ATPsintasa se resumen dc la siguiente manera:



1- La translocacién de H* por la bicapa lipidica a través del complejo Fg embebido en la membrana.
2- El acoplamiento que incluye ¢l proceso por ¢l cual los protones llegan hasta ¢l complejo F,, y la energia

almacenada en el ApH" favorece 1a produccién del ATP a partir del ADP y Pi.
3-La ilisis, para la for 0

del ATP cn el scctor Fy a partir de los sustratos ADP y Pi, cnh ausencia del
gradiente electroguimico de protonces, la enzima ATPsintasa y en presencia de ATP sc lleva a cabo la

hidrdlisis del nucledtido, que produce ADP y Pi, esta reaccion es acompaifiada por la expulsién vectorial de
+

H’, este proceso puede cstar acoplado a la translocacidén vectorial transmembranal de los cationes como:
K*, Na* y Ca®" (Hatefi, 1985).

CONDICIONES PARA LA SiNTESIS E HIDROLISIS DEL ATP

Para la sintesis dc ATP cs necesario considerar, ademas del gradiente electroquimico, las
caracteristicas cataliticas de la enzima como son: ¢l requerimiento de encrgia de disociacion del ATP en el
sitio de alta afinidad cn la F,, durante la sintcsis en condiciones de fosforilacion oxidativa. Este sitio
catalitico de alta afinidad tienc una constante de afinidad (Kg o Km) de 10' M y una cinética dec
cooperatividad entre los sitios cataliticos durante 1a hidrolisis del ATP, tanto en la forma dc enzima soluble
(Cross et al., 1982), como c¢n la unida a la membrana, ¥y uno de los tres sitios que unen ATP con una alta

afinidad es dependiente de la energia de disociacion del ATP lo cual suguiere sitios cataliticos heterogéncos
(Penefsky, 1985). Durantc la

cs io la encrgi ion de la membrana para que ésta ocurra
espontancamentc ¢n los sitios cataliticos (Cross er al., 1982).

Las caracteristicas de disociacion del ATP dependiente de la energia en cl sitio catalitico de alta
afinidad en la enzima unida a la membrana, muestran quc ¢l flujo de protones es el responsable de la
disociacidon del nucledtido. Pero la velocidad de disociacion es grande cuando ambos sustratos oxidables (Pi
y ADP) cstan presenics, csto cs, bajo condiciones de fosforilacion oxidativa. Esto sugiere que los dos
factores quc contribuyen en la disociacion y produccion del ATP, en el sitio catalitico de alta afinidad, son:
1) la cnergia del flujo de protones a través de la membrana y 2) la facilidad para liberar el ATP unido al
sitio catalitico de alta afinidad, al fijar ADP y Pi cn la subunidad contigua (Penefsky y Cross, 1991),

Dentro del proceso quimiosmatico es necesario considerar la utilizacion de cnergia de union de
nucledtidos y ¢l proceso de acoplamiento para la conduccion vectorial de los protones ¢n la sintesis de
ATP. Asi la encrgia de interaccion de la unidn de sustratos y productos es igual al cambio de encrgia libre

de Gibbs, entre la catalisis en solucién y en ¢l sitio catalitico. La energia de fijacion es utilizada en formar
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do de tr icién sea fa

1975).

il ato (ES) con una cnergia de Gibbs suficientemente alta, la cual permite que el
il ! do y ocurra una aceleracién en la velocidad de catalisis (Jenchs,

En el mecanismo de acoplamiento se distinguen dos estados de la enzima: 1) la especificidad

quimica dc la enzima para la catalisis y 2) la especificidad vectorial para la unién y la disociacion del ATP,
ADP y Pi, que es diferente en cada estado.

En la catilisis, ya sca en la sintesis e hidrélisis de ATP por la ATPsintasa de mitocondrias o de
cloroplastos, sc presentan diferentes formas de unién y disociacién. El complejo Fo-F; presenta una forma
estructural cuando se encuentran unidos los sustratos ADP y Pi, la cual es capaz de interactuar con los
protones del otro lado de la membrana y translocarios. El punto principal es la exposicién alterna del sitio
de union del protén y los dos diferentes scntidos de conduccion de la membrana y la interconversién entre

dos estados de la enzima que difiercn en la especificidad de unién y disociacién del ADP, Pi y ATP durante

la catalisis (Penefsky y Cross, 1991)

ESTRUCTURA DE LA ENZIMA ATPSINTASA MITOCONDRIAL DE BOVINO

La enzima estd compuesta por los complejos Fo-F, y los primeros datos aproximados de la
estructura global del complejo Fo-F, fueron proporcionados por estudios de microscopia electrénica (Tiedge
et al., 1983) y difraccion de rayos X (Bianchet er al..1991), a través de los cuales fue posible observar
inicialmente Ia estructura cuaternaria, asi como la asimetria y el arreglo estructural de las subunidades, a
una resolucion de 6.8 A (Abrahams cr al., 1993) y posteriormente 1a forrna ortorrémbica que presenta la
protcina en su cstructura cristalina a 2.9 A (Lutter er al, 1993). La enzima de bacteria, cloroplasto y
mitocondria presenta dos regiones que pucden separarse, ¢l complejo Fg y ¢l complejo Fy, (Tabla I).

El complcjo Fa se caracteriza por ser la region polipeptidica hidrofébica integral de membrana cuyo
peso molecular es de 150.5 kDa constituido por varias subunidades y cs el encargado de la trunslocacion de
protones, el cual sc une a través de un cuello de aproximadamente 45 A al complejo F,.

El complejo F, cs la region periférica, globular, hidrofilica y soluble, cuyo diametro s¢ encucentra
entre 90 a 100 A, con un peso molecular del orden de 380 kDa. y esta constituido por varias subunidades

asimétricas (a;. 33, v, 6 ¥ £ ), en donde sc lleva a cabo la reaccion de sintesis e hidrolisis del ATP. La
itran intercaladas; en la

disposicién de las 3 subunidades a y las 3 subunidades 3 es hexagonal, y se
region central se localizan las subunidades v, 8 y € (Walker er al., 1991; Abrahams er al., 1994).



Tipo Bacteria Cloroplasto Mitocendris

F, a a a
[ [ B
Y Y b 4

[3 5 oscp
[ c &
- - &
Fo a ) »
b b b
< < 3
supernumerarias - - Fg
- - Pl

- - AG6L
- - d
- - c

y mi dria de b

Tabla I. Equivalencia de subunidades en ATPsintasas de bacteria, clor
{Tomada de Walker er al., 1991).

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS SUBUNIDADES DE LA ATPSINTASA

COMPLEJO F,

E! scctor translocador de protones (H*-Fg), de 1a Fo-F, ATPsintasa mitocondrial esta constituido por
: una subunidad a, 2 subunidades b y de 6 a 12 subunidades c, ademas de una

los siguicntes compe
subunidad d, una subunidad AGL y 2 subunidades que forman parte del cucllo, una subunidad F, y la

subunidad OSCP.

Subunidad a
La subunidad a de £ co/i tienc una masa molecular de 30.3 kDa y, cinco de los sicle segmentos que

la constituycn son posiblemente a helices, que forman un poro en la membrana. Topolégicamente cstas
hélices se encuentran embebidas en la membrana al estar conformadas de aminoacidos hidrofobicos, por
esta razon no han sido accesibles al ataque con cnzimas proteoliticas. Los estudios con mutantes indican
que la regién entre el residuo 111 y el grupo carboxilo de la subunidad a es la que se unc con el sector F,.

De acuerdo a lo que indican estudios genéticos y de reconstitucion la enzima a es requerida junto con las

subunidades & y ¢ para formar cl segmento F, funcional (Futai er al., 1989).




Subunidad b

La idad b, de do a los dios cn E coli, presenta una masa molccular de 17.2 kDa. La
regién amino terminal de la i es hidrofdbica y se a bebida en la brana, adema
dos dominios helicoidales hidrofilicos que se | 1i en el citop! Al plearse prc

P
contra esta subunidad no s¢ modificé la permeabilidad a H* en el sector Fy, pero si se afectd la unién con la

F,. Se ha demostrado que la regién carboxilo-tcrminal de esta subiunidad cs ia para la funcién y

formacion del canal Fq (Futai et al., 1989).

Subunidad c.
La subunidad c es una proteina membranal con una masa meolecular de 8 kDa segun datos obtenidos
ion sc ve al influenciada por los fosfolipidos. Presenta una

de estudios en £ coli, su confc
estructura oligomerica compuesta de 6 a 12 copias. Al combinar estudios de genética y modificaciones

quimicas se ha propuesto un modelo de horquilla donde de mancra antiparalela las dos a helices se
acomodan perpendicularmente al plano de la membrana y presentan un asa hidrofilica que comprende a los
residuos 41 al 50, a los que probablemente corresponda la regién de union con ta F,. En la region carboxilo
d ion del protén (el Asp-61, o bien, el Glu-G61 en

terminal se localiza un aminoacido ial para la
otros organismos) decbido a que al interaccionar ¢l N,N-dicicloexil carbodiimida (DCCD) con este
aminoacido de una de las subunidades ¢, es suficiente para ihnibir la conduccion de protones (Fillingame,
1992). Esta subunidad mantiecne homologia con la subunidad ¢ de bacteria, que es cscncial para la

conducion del proton (Fillingame, 1 980; Futai er al., 1989).

Region OSCP

La region OSCP nombrada asi por ser la proteina que presenta sensibilidad al compucsto
oligomicina y que al igual que la subunidad F,, juega un papel funcional en ¢l acoplamiento del complcjo
Fo-F, ATPsintasa. La subunidad OSCP presenta homologia con la subunidad & de bacteria cuya funcidn cs

unir Fg a Fy (Guerrieri et al., 1991; Walker et al., 1991).

Proteina A6L
La proteina A6l cs producida por ¢l genoma mitocondrial y cs requerida durante ¢l ensamblaje del

complcjo Fe-F,. Sc ha propucsto quc esta subunidad ticne homologia con una pequeifia proteina hidrofébica

llamada aapl, que presenta la funcion de ensamblaje en la ATPasa mitocondrial de levadura (Walker er al.,

1991).



COMPLEJO F,

E! sector MF, tiene una masa molecular de 371,000 y consiste de cinco diferentes tipos de
bunidades y su

qui ia es: aj, Bi, 7, 8, ¥ €, cuyos pesos moleculares son de 54, 50, 33, 17.5,y 5.7
kDa respectivamente. En este complejo se localizan los sitios de unidén de los sustratos ATP, ADP y Pi
inorganico. Ademas de las cinco subunidades estructurales de la Fy, sc le relaciona por interaccionar con la
subunidad B, al polipéptido que corrresponde a la proteina inhibidora cuyo peso molecular es de 9.58 kDa
(Penefsky, 1979; Cross ef al.,1982 y Schwerzmann y Pcdersen, 1986).

Subunidades a

Las tres subunidades a presentan una homologia del 20% con la secuencia de aminoacidos de las
t idades B, incl

o cl asa P de unién con ¢l nucledtido. (Abrahams er al., 1994). Por medio de
modificaciones quimicas se determiné su importancia funcional (Nalin er al, 1985) y su asimetria
estructural (Falson er al., 1986). El papel regulador de la subunidad a se determind con la utilizacion del
anticuerpo monoclonal 7B3 anti-subunidad a, con €l que se observd una disminuciéon del 75% en la
actividad hidrolitica de ATP, debido a la modificacion del sitio de interacién con el sustrato e¢n el sitio
catalitico en la subunidad B, no sucedié asi durante la hidrélisis del ITP, lo que sugirio cl papel regulador de
fa subunidad @ (Moradi-Ameli ef al., 1989). Con la utilizacidn de sustratos analogos sc¢ localizé en esta
subunidad, un sitio dc alta afinidad para unir al nucledtido ATP o ADP (Dunn y Futai,
inter ion de la sub

1980), esta
idad a con el sustrato provoca un cambio conformacional en Ia enzima (Dunn,

1980). En ecsta subunidad se localizan dos sitios que no intcrcambian al metal (Mg?", Mn?* y Co™")
independientemente del nucleotido (Smith er al., 1985).

Subunidades 3

Las tres subunidades B se disponen alternadamente con las tres subunidades a. Estas subunidades f3
son csenciales cinéticamente por contener a los sitios catalicos (Khananshvili y Gromet-Elhanan, 1985),
ademas dec ser las mas conservadas y factibles para la realizacion de hibridos entre diferentes especies
(Walker ¢r al.. 1984). En cstas subunidadcs sc localiza el sitio de union de la proteina inhibidora (Kiein et
al., 1980; Beltran er al., 1984) cn la region que comprende a los aminodcidos Asp-Glu-Leu-Ser-Glu-Glu-
Asp (ver codigo de aminoacidos) del 394 al 400 (Abrahams er al., 1994).

En cl asa P dc esta subunidad se encuentra la secuencia Gly-X-X-X-X-Gly-Lys-Thr/Ser (ver codigo

de aminoacidos). que ¢s muy importante para 1a unién de los fosfatos del ATP. Esta misma secuencia se¢
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muy vada en otras protei que uncn le6étidos como son la adenilato cinasa, Rec A, el

factor de alargamiento Tu y el factor de tr: ducién a (Abrat et al., 1994).

Subunidad v
La bunidad vy e¢s indi ble para cl cnsamblaje de las demds subunidades, pues se ha

observado, que en ausencia de ésta no se da el arreglo correcto entre las subunidades a y B (Kanazawa er
al., 1983), debido a que se localiza en la cavidad central interna formada entre las subunidades a y B
(Abrahams ez al., 1994). Por medio de los estudios de entrecruzamiento se ha demostrado que la subunidad
7 interacciona muy cstrechamente con las subunidades B, 8 y €. En experimentos realizados en £ coli se
demostré que la combinacion minima de subunidades para obtencer actividad hidrolitica miaxima es: a; B3 ¥
v (Futa et al., 1977; Yoshida ¢t al,, 1977; Kagawa y Nukiwa, 1981). La interaccion amino/carboxilo de la
subunidad y con la subunidad B respectivamente, cs esencial para ¢l acoplamiento de la cnergia entre la
catalisis y el tranporte de H*, de acuerdo con los estudios realizados con una mutacién puntual en la y Met-

23 por una Lys o Arg que produce la total inhibicion de la enzima (Futai et al., 1994).

Subunidades & y ¢

De las subunidades 8§ y € su funcién se han propuesto como estructurales debido a 1a equivalencia de
la subunidad & mitocondrial con la subunidad £ de £ coli y de cloroplasto (Kimura et al., 1989) y que se
sabe desempeiia el papel de anclaje de las subunidades a3, B3 y ¥ al sector Fg (Futai er al., 1974, Kagawa et
al., 1976). Aunque la subunidad € mitocondrial no presenta ninguna similitud en cloroplastos ni cn

bacterias, si produce inhibicién de la hidrélisis (Walker e al., 1991).

Proteina inhibidora

La proteina inhibidora (PI) ¢s un polipéptido de 9.57 kDa y fuc purificado de mitocondrias de
bovino por Pullman y Monroy en 1963. Consta dc 84 aminoacidos y presenta un caracter hidrofébico,
debido a su alta composicién dec aminoacidos con residuos neutros ¢ hidrofébicos (Frangione er al., 1981).
Su funcién es la de regular la direccionalidad catalitica de Ja enzima al inhibir la hidrolisis, asi como la de
favorcccr la sintesis del ATP y las reacciones parciales en los sitios cataliticos (Gomez-Puyou et al., 1979;
Tucna er al., 1983). La estequiometria PI/F, ¢s de uno (Wong of al.. 1982). Por medio del entrecruzamicnto
sc¢ ha visto que la proteina intcracciona con la secucncia de aminoacidos Asp-Glu-Leu-Ser-Glu-Glu-Asp
(ver codigo de aminoacidos) del 394 al 459 del extremo carboxilo terminal de una de las tres subunidades B

(Jackson y Harris, 1988; Abrahams ef al., 1994). Dentro de esta region de la subunidad 3 se localiza la
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de inoacido

{394 a 400) localizada por la fijacion de la mostaza de quinacrina (Kasho er al.,
1993) y por otro lado, esta secuencia también interacciona con inhibidores anfipaticos igual que la PI, por

lo que es muy posible que sea cl sitio de unién de la P en la enzima. "

Se ha visto que ¢l emplear los sustratos ATP e ITP en la hidrélisis se presenta una inhibicion no

petitiva con la de quinacrina en la enzima F, soluble (Penefsky y Cross, 1991). Esta inhibicién
se presenta también en £ coli en donde éste papcel inhibitorio lo desempeiia la subunidad € (Dreyfus y Satre,
1984).

La inhibicion de la actividad hidrolitica de 1a F,-ATPasa de mitocondria por la PI requiere de un pH
aproximado a 6.7. Probablemenic durante c¢l ciclo catalitico, la Pi interacciona con el intermediario
ATPasa-ADP (Gdémez-Puyou et al.. 1979). El sitio de unién de la PI la enzima membranal se encuentra
preservado en la F| soluble (Klein et al., 1980). Existen estudios donde se demuestra que la PI no se unc al
sitio catalitico de la enzima (Slater er al.,, 1979, Amzel y Pedersen, 1983) aunque si presenta un
comportamiento no competitivo con respecto al sustrato catalitico Mg-ATP (Schwerzmann, 1986). Por
medio de estudios de 1a inhibicion de la enzima por la PI, a lo largo del perfil de pH, se observé el maximo
de inhibicién a pH 6.0 con un cfecto muy bajo en la inhibicién cuando la enzima se encuentra a pH 8.0
(Pullman y Monroy, 1963). Mediante cstudios de dicroismo circular se¢ vio que la enzima a pH 6.5 no se
encuentra cn una estructura a-helice, sino en un 63% de hojas *B™, mientras que a pH 8.0 la estructura
predominante es la a-helice con un 56% y un 3% de hojas “B™, y algunas “f" plegadas junto con
estructuras *‘enroscadas’ no determinadas (Sah er al., 1993).

En contrastc Pedersen e¢n 1996, determiné que la regién inhibitoria de la Pl consta de 24
aminoacidos importantes comprendida desde la Phe-22 a la Lcu-45, y analizé la relacion entre la estructura
y su funcion, asi como la importancia del pH sobre algunas de las histidinas en la regulacién de la enzima
soluble y propuso cl siguicnte modclo: 1) la estructura de la region inhibitoria de la Pl no ¢s importante
para su funcién inhibitoria, 2) c¢] pH basico enmascara la region donde interactua la Pl cn la Fy y 3) Ia
reducién del pH disminuye la intcraccion entre las a helices inhibidoras y las reguladoras de la Pl a la
enzima, y presenta un desdoblamiento en cesta region. Al esclarecer la regidn inhibitoria, se observa a pH
bajo la unién dc la Pl a la enzima (Lcbowitz y Pedersen, 1996). En cste mismo afo se detecto la
dependencia de 1a histidina 49 al pH y se explica, como la modificacion de la carga que presenta cste
aminodcido a lo largo del pH, la cual propicia la transicién entre una conformacion activa y otra inactiva,

por lo que sc¢ l¢ ha considerado como estabilizador entre ambas conformaciones (Schnizer et al., 1996).



SITIOS DE UNION DE NUCLEOTIDOS

La utilizacion de 1

como la peratividad de los sitios cataliticos (Grubmeyer y Penefsky, 1981; Cross y Nalin,

los y anil radiactivos permitié el conocimiento de propiedades de 1a

1982), la localizacién de algunos aminodcidos involucrados en la catdlisis (Bullough et al., 1986 a y b), la
asimectria de los scis sitios de unién para el sustrato (Kironde y Cross, 1987) y la heterogeneidad funcional
de los sitios cataliticos en la MF, (Bullough ez al., 1987).

" Gracias a estos analogos y a otros inhibidores como ¢l DCCD (Pougcois cf al., 1979) y el Nbf-Cl
(Di Pietro er al., 1980) los residuos esenciales para la catdlisis han sido marcados ¢ identificados en la
secucncia primaria en varios tipos de F\-ATPasa y los datos indican que se localizan en la subunidad B. De
acuerdo a la sccuencia de aminoacidos de la subunidad B de la MF,| se observd lo siguente: la Tyr-311 se
marcé durante la inactivacién de 1a MF, ATPasa con [''C] Nbf-Cl (Ferguson er al., 1975). La Lys-162 se
marcé con el grupo ["C] Nbf-C! por la migracién del residuo ["C] Nbf-O-Tyr en la MF, y en la TF,
ATPasa bajo condiciones alcalinas (Sutton y Ferguson, 1985). El Glu-188 se marco durante la inactivacion
de la TF, ATPasa con ['*CIDCCD, el Glu-199 también fue marcado durante la inactivacién dec la MF, y
EF, ATPasa con ['*CIDCCD y la Arg-295, marcada durante su inactivacién de la CF, ATPasa por ¢l ['°C]
fenilglioxal (Allison er al., 1986). La Tyr-368 y la His-427 se marcaron durante la inactivacién de la MF,
con FSBA y la Tyr-345 fuc marcada con FSBI (Bulloug ef al., 1988)

La MF, de bovino y la BF, de E.coli ticnen scis sitios de unién para cl nucleétido Mg*>"-ATP.
Cuando la MF, se coloca cn un amortiguador que contiene Mg?* a un pH entre 7.5 y 8, sélo tres dec los seis
sitios cambian rapidamentc ¢l nucleétido unido a la enzima por uno del medio. Las cvidencias indican quec
cn la enzima cxisten dos tipos de sitios de unién de nucleédtidos. De los cuales minimo dos y quizdis tres
levan a cabo la reaccion de catalisis del nucleotido a los que se les conocen como sitios cataliticos de la
enzima y sc les localiza uno cn cada una de las subunidades 3. Los tres sitios que no hidrolizan al
nucledtido unido y no lo liberan facilmente durante la hidrdlisis o 1a sintesis, se¢ les conocen como sitios
reguladores localizados en la interfase de las subunidades a/f ( Bullough ¢r al., 1988). Ademas cxiste
asimetria en los sitios cataliticos (Cross 1981, Cross y Nalin, 1982, Cross er al., 1987; Schuster er al.. 1975;
Wise et al.,, 1983, Wisc y Senior, 1985) y una cooperatividad negativa de fijacion observada durante la
hidrolisis del ATP (Edel cf al., 1993).

Los sitios cataliticos son capaces de hidrolizar GTP (Baubichon er al., 1981) o ITP (Schuster er al.,
1975) presentan una inhibiciéon no competitiva (Ebel y Lardy, 1975). En los sitios cataliticos existe una

cooperatividad positiva de hidrolisis entre las subunidades cataliticas de la enzima (Grubmeyer y Penefsky,
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1981, Gresscr ez al., 1982)). En los sitios reguladorcs se puede manifestar como una inhibicién “histerética™
dlisis) a la cntrada del ADP en

d Ia re ion para iniciar la

(tiempo lag que a la
dichos sitios (Baubichon ef al., 1981, Di Pictro ef al.. 1981, Felious et al.. 1984) ya quc presenta una alta

especificidad por los nucledtidos de adenina (Schuste er al., 1975, Esch y Allison, 1978), no ¢s asi para

otros nucledtidos difosfato o trifostato, se¢ ha observado que ¢l IDP no afecta la actividad hidrolitica de la
enzima (Vasilyeva, et al., 1982). Con la utilizacion dc andlogos y sustratos radiactivos ha sido posible
determinar en la enzima la unién del ATP con la subunidad a, lo que no sucede cuando se¢ emplcan
analogos como ¢l GTP o ITP que sé6lo interaccionan con los sitios cataliticos en fa subunidad 3 por lo que
se les conoce como no cataliticos (Perlin er al., 1984). Al utilizar analogos fluorescentes y de unién
covalente como ¢l FSBA y ¢l FSBI fue posible marcar los sitios de interaccion de la adenina en la [3-Tyr-
368 dcl sitio regulador y la 3-His-427 del sitio catalitico con FSBA y al emplear el FSBI se marcé la §3-Tyr-
345 el residuo al que sc une la inosina cn ¢l sitio catalitico (Bullough y Allison, 1986 a y b). Estas
determinaciones se recalizaron a diferentes valores de pH en la enzima purificada (Bullough er af., 1987 y
1988; Cross et al., 1987) con la ocupacion de los sitios cataliticos por ATP o ITP y los sitios reguladores

solo fucron ocupados por ATP.
Con cstos analogos se encontraron difercncias en los resultados. Al utilizar FSBA se requieren de 3

(Bulloug y Allison, 1986 a), o bien, al ocupar uno de los

moles por enzima para inhibirla compl!
tres sitios cataliticos, o dos reguladores (Cross et al., 1987) y. con FSBI sc requirié de 0.8 moles por enzima

para inhibirla completamente (Bulloug y Allison, 1986 b). Cuando sc utilizd ¢l 2-azido-ADP como anilogo

del ADP, se requirié de la modificacion de dos sitios por MF| para conscguir una inactivacion completa de

la enzima (Cross er al., 1987).

EFECTO DEL pH EN LAS ENZIMAS

Los efectos cinéticos observados por la variacion en la concentracién de iones hidrogeno, son
similares a los cfectos presentados por los activadores ¢ inhibidores, y los métodos cinéticos como téoricos
pucden scr aplicados en ambos sistemas. La escala logaritmica de la concentracion de H (pH) cs utilizada
para la medicién de la concentracién de iones hidrogeno. Los efectos del tratamiento a diferentes
concentraciones del ion hidrogeno aportan informacién valiosa acerca de los mecanismos cinéticos a que
obedecen las enzimas: al tomar en cuenta las constantes de ionizacion de los aminoicidos quc participan se

puede intentar localizar los grupos especificos que intervienen en la reaccidn catalitica.



A las i conticnen h grupos que son ionizables, la variacién en la velocidad
inicial, a lo largo de un perfil de pH, puede sugcrir los grupos que son csenciales para la catalisis, por

jemp si un comportamicnto en campana (Fig. 6) esto se interpreta como la presencia de

dos grupos ioni les en la i A esta interpretacion es muy simple, permite localizar los grupos

ic y prefer

la forma idnica activa, sc presenta primero una protonacién y después del

pH 6ptimo una desprotonacion de la especie que participa, esto se ha dctectado al medir la actividad

1iti La ioni ion de otros grupos con valores de pH muy lejos del dptimo, no pueden ser detectados

debido a que solo se observa el cfecto en ¢l equilibrio, y las formas activas de la enzima. En este modelo la
enzima puede scr considerada como un acido dibasico.

Es importante mencionar que cada punto de inflexion que presente la curva sc considera como el

valor del pH al cual ¢l aminoacido de que se trate sc encuentra ionizado, ya sca protonado o desprotonado,

de acuerdo al intervalo de pH en el que sca obscrvado, y al que se le conoce como pKa, al valor maximo

alcanzado se le conoce como pH dptimo (Fersht, 1985).

pKa, «—pH 6ptimo
Vmax /
Km [ ... 5 AT +—— pKa,
pH
Figura 6. Representaciéon esquematica del modelo de para una i con ¥ i

dibasico (Segel, 1975).

EFECTO DEL pH SOBRE LA CATALISIS

Para cl caso de la F, cl cfecto inhibitorio sobre la hidrolisis de los anilogos como el FSBA y cl
FBSI1 permitié la identificaciéon de los aminoacidos que participan ¢n la catalisis, al observar la presencia de
tres valores de pK 5.8, 7.6 y 8.2. Con la unidn covalente de¢ los analogos sc logro la localizacion de los
aminoacidos de las subunidades, de lo quc se concluyd que, la subunidad [} contiene dos sitios de union

para la adenina, uno sc encucntra sdlo en la subunidad 3 y el otro se¢ encuentra en la interfase de las




subunidades a/B. Allison et al.. en 1986 proponen la posibilidad de que la subunidad 8 contenga un
dominio para el sitio catalitico y otro para ¢l sitio regulador dado que el analogo de inosina (FSBI) no
presenta interaccion con los sitios reguladores a ningin valor de pH al compararlo con el analogo de

adenina (FSBA) en la enzima soluble que si sc unc en la subunidad B y en la interfase de las subunidades

a/p. Posteric los r ltados obtenidos por cristalografia probaron cstas observaciones (Abrahams et
al., 1994).

H ANTECEDENTES

De acuerdo a lo mencionado sabemos que durante el proceso de hidrélisis del ATP por la
ATPsintasa interviencn dos reguladores importantes que son: 1) la presencia de nucléotidos en los sitios
reguladores y cataliticos, ya sea ATP o ADP y 2) la regulacién por la presencia de la proteina inhibidora
(Gémez-Puyou et al., 1979 y Tuena er al., 1983).

Con respecto a los nucléotidos sabemos que durante la hidrélisis del ATP se pueden ocupar tanto
sitios cataliticos como rcguladores, ya sea ocupando los 3 sitios cataliticos y/o darse el recambio en los
sitios reguladores. En cambio en la hidrolisis de ITP, este nucléotido solo puede ocupar sitios cataliticos y
no existe el recambio como con el ATP o ADP existente en los sitios reguladores (Schuster et al.. 1976).
Esto ultimo se comprobé al emplear el FSBI como analogo del ITP y observar que sélo se unia a los sitios
cataliticos (Bullough y Allison, 1986 b).

La prescncia de la proteina inhibidora cambia la afinidad por ¢l sustrato cn uno de los tres sitios
reguladores de unién fuerte a laxa, mientras que en otro ¢l nucieétido queda fijo y se inhibe et recambio de

nucleétidos en los sitios cataliticos (Dreyfus ef a/., 1981; Beltran er al., 1984). Asi s¢ entiende como ¢l

recambio a la entrada y salida dcl nucleétido sin que se lleve a cabo la catdlisis. La P1 inhibe la hidroélisis al
impedir la salida del ADP del sitio catalitico (Tuena cr al.. 1980).
Como ambos reguladores estan estrictamente relacionados, un sistema que permita disecar ¢l papel

de cada uno por scparado, seria de utilidad para poder entender mejor el mecanismo de la regulacion.



111 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar la hidrélisis de los sustratos ATP e ITP en particulas submitocondriales de corazén de

ia del inhibidor natural de la enzima (Pl), para poder estudiar las dos
Juentes reguladoras de la cinética enzimdtica de la ATPsintasa: la proteina inhibid
nucleotidos en los sitios reguladores.

b

. en pr ia y

-a v la ocupacién de

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Conaocer la conducta cinética de la enzima membranal al hidrolizar ATP, ¢n la quc hay recambio
de nucledtidos cn los sitios reguladores, con la hidrolisis del ITP que no provoca recambio.
2. Comparar esta conducta cinética en particulas submitocondriales con o sin la presencia de la

protecina inhibidora.

3. Comparar ¢l comportamicnto de las particulas submitocondriales de corazén de bovino en

pr o ia dc la pre

inhibidora con ambos sustratos ATP ¢ ITP con respecto a lo
observado por Bullough er al. en 1988, para la MF, soluble a lo largo del perfil de pH.

IV MATERIALES Y METODOS
PREPARACION DE MATERIAL BIOLOGICO
OBTENCION DE MITOCONDRIAS DE CORAZON DE RES

La técnica para 1a obtencién de mitocondrias de corazon de res es 1a descrita por Low y Valin en
1963, la cual consiste en romper cl tcjido por medios mecanicos y scparar las mitocondrias por
centrifugacion diferencial a una temperatura constante de 4°C durante todo ¢l proceso.

Sc partié de scis corazones de res frescos mantenidos en hiclo y disecados en un cuarnto frio en

pedazos pequeiios (2 a 4 cm de ancho), limpios de tejido conectivo, coagulos y grasa, y fueron molidos en
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un molino para carne. Cada 750 gramos de carnc molida se resuspendicron en un volumen final de 3 It de
lucién amorti; d. que ia sacarosa 250 mM, 15 mM de EDTA, 5 m M tris-NaOH a pH 7.4, y se

reajusté el pH del molido a 7.4 con tris saturado. La solucién se homogenizé durante minuto y medio por

cada 3 litros a una velocidad media en una licuadora *Waring Blendor™ comercial. Al homogenizado se le
reajustd el pH a 7.4 con tris saturado y sc colocé en botcllas de 500 mi de capacidad y se centrifugé en el
rotor JA-10 a 2,500 rmp durante 10 minutos a 4°C, para separar células enteras y ntucleos. El sobrenadante
sc decantd y filtré a través de 3 capas de gasa cn un matraz Erlenmeyer de 5 It, en bafo de hielo,
desechando el precipitado. El filtrado sc coloco en botcllas de 250 ml y se centrifugd a 10,000 rpm durante
10 minutos en ¢l rotor JA-14. Del centrifugado se desecho el sobrenadante y en el precipitado obtenido se
encuentran las mitocondrias. Estas sc¢ resuspendicron en un volumen de 500 ml por Kg de came molida en
una solucion amortiguadora que contenia sacarosa 250 mM, 5 mM tris-NaOH a pH 7.4, La suspension se
centritugd a 2,000 rpm durante 10 minutos en el rotor JA-14. Sc decantd ¢l sobrenadante, y sc descarté el

precipitado blanco rojizo que conticne miosina. Utilizando vasos limpios se centrifugo el sobrenadante a
d ¢l sobrenad para no climinar el

10,000 rpm durante 15 minutos. Se d 3 cuid
precipitado. De este precipitado la capa superior poco compacia son las mitocondrias llamadas "ligeras" por
tener perforaciones en sus membranas y, la pastitla compacta y fuertemente adherida al fondo de la botella,
de color mas obscuro, son las mitocondrias conocidas como "pesadas”, las cuales tienen sus membranas
intactas. Para obtener las mitocondrias ligeras sc agité el contenido de la botella, sc decantd y sc lavd el
precipitado restante con un poco de sacarosa 250 mM, se homogenizaron y almaccnaron en alicuotas de 20
mi a .70 °C. Las mitocondrias pesadas se resuspendicron en un minimo de sacarosa 250 mM pll 7.4, con
ayuda de un pincel, sin formar burbujas, y sec homogenizaron en un potter. El homogenizado se almacend
en alicuotas de S a 10 ml a -70 °C. Estas mitocondrias pucden ser usadas inmediatamente pero, si van a ser
almacenadas conviene que se encuentren muy concentradas (60 a 80 mg/ml). A cada tipo de mitocondrias

s¢ le midio 1a concentracion de proteina con ¢l método de Biuret (Fig. 7).
PREPARACION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES Mg ATP

El método que sc utilizé fue el descrito por Lee y Emester en 1967, ¢l cual consiste en el
rompimicnto por sonicacion de las mitocondrias diluidas en un medio ncutro que contiene Mgz‘-ATP. Se
obticnen unas particulas submitocondriales con un alto grado de acoplamiento y una actividad hidrolitica

para el ATP muy baja de 0.2 a 0.5 pmol x min™' x mg" debido a su alto contenido de proteina inhibidora.




Las mitocondrias fueron d lad. 1 Todos los pasos sc realizaron a 4°C. Las

mitocondrias se diluyeron a 20 mg/ml con sacarosa 250 mM, 6 mM dec ATP y 6 mM de Mgz‘. Se ajusto el
pH entre 6.9 y 7.1 con NaOH 10 N. Este paso debe ser lo mas rapido posible. Se sonicaron 15 mi de la
suspension de mitocondrias en intervalos de 10 scgundos, para evitar la elevacidn de la temperatura, hasta
completar un minuto, siempre s¢ mantuvo el vaso del sonicador en baiio de hiclo. Se centrifugo ¢l sonicado
a 12,000 rpm durante 15 minutos ¢n el rotor JA-20. Dcl sonicado sc¢ removié el sobrenadante y sc
centrifugé a 45 krpm durante 35 minutos en el rotor 60 Ti. En el precipitado se encuentran las particulas
submitocondriales y fueron resuspendidas en sacarosa 250 mM para lavarlas y nuevamente centrifugadas a
45 K rpm durante 35 minutos en el rotor 60 Ti. El sobrenadante se desecha y se repitio el lavado del pellet
con sacarosa 250 mM y la centrifugacion a 45 krpm durante 35 minutos en cl rotor 60 Ti. El precipitado se
resuspendio cn ¢l menor volumen posible con sacarosa 250 mM mediante un pincel para cvitar la
formacion de burbujas y ascgurarse de que queden muy concentradas (40 a 60 mg/ml). Sc guardaron cn
alicuotas entre 20 y 100 pl para evitar ciclos de descongelamicnto quc dafan las propiedades de las

particulas. La medicidn de proteina se determiné por el método de Lowry (Fig. 8).
ACTIVACION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES

La activacidon dec las particulas submitocondriales (sin PI) consiste en la eliminacion de la proteina
inhibidora (P1) en ia cnzima, ia cual sc realizé diluyendo las particulas submitocondriales controladas (con
P1) a una concentracion de 2 mg/mi en KCl1 0.1 M, sacarosa 200 mM y Tris/SO,4 0.5 M. Sc incubaron a una
temperatura de 38°C. Se¢ tomaron alicuotas a difercntes tiempos (durante 3 a 5 horas) con volamenes
decrecientes de la mezcla de activacion, o bicn, se fueron diluyendo las muestras con sacarosa 200 mM y se
les midid la actividad a 340 nm en una celda de plastico en el espectrofotometro Beckman 35, Las muestras
se miden cn un mililitro de la mezcla de reaceion para medir la actividad hidrolitica. La mezcla para medir
la actividad a pH 8.0 ¢n un volumicn final de un 1 ml, contiene: ATP 300 mM, fosfocnol piruvato (PEP) 30
mM, nicotinamida adecnina dinucledtido (NADH) 30 mM, 4 unidades de las enzimas piruvato cinasa (P.K.)
y lactato deshidrogenasa (D.L.H.), rotenona 1mM y carbonilcianuro-p-triflucrometoxifenil hidraxona
(FCCP) | mM. (Fig. 9)
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PURIFICACION DE MITOCONDRIAS Mg**ATP

DISECAR CORAZONES EN PEDAZOSDE2 A 4cm
MOLER LA CARNE Y RESUSPENDER 750 g AFORANDOA 3 It
AJUSTAR EL pH A 7.4 ( con tris saturado )
HOMOGENIZAR (minuto y medio)

CENTRIFUGAR (2.500 rpm, 10 minutos )

P

. DECANTAR Y FILTRAR EL SOBRENADANTE DESECHAR EL PRECIPITADO

v

CENTRIFUGAR (2,500 rpm. 10 minutos)

DESECHAR EL SOBRENADANTE RESUSPENDER EL PRECIPITADO
( en sacarosa 250 Mm, 5 Mm TRIS-NaOH, pH 7.4)

CENTIFUGAR ( 2,000 rpm, 10 minutos)

\

CENTRIFUGAR EL SOBRENADANTE DESECHAR EL PRECIPITADO
(10,000 rpm, 1S minutos

DESECHAR EL SOBRENADANTE SEPARAR DEL PRECIPITADO A LLAS MITOCONDRIAS
LIGERAS DE LAS MITOCONDRIAL PESADAS

!

HOMOGENIZAR AMBOS TIPOS DE MITOCONDRIAS Y

GUARDAR LAS ALICUOTAS ( -70°C)

Figura 7 -Di de puri ion de mi drias de corazén de bovino todo a 4°C.
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PREPARACION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES Mg>*ATP CONTROLADAS

DESCONGELACION LENTA DE LAS MITOCONDRIAS

DILUCION DE LAS MITOCONDRIAS ¢ 20 mg/ml)
AJUSTE A pH 7.0

SONICACION DE MITOCONDRIAS (1 minuto)

i
i
i
1
!

CENTRIFUGAR EL SONICADO (12,000 rpm)

CENTRIFUGAR EL SOBRENADANTE ( 45 Krpm ) DESECHAR EL PRECIPITADO i

! T~

DESECHAR EL SOBRENADANTE RESUSPENDER Y CENTIFUGAR
EL PRECIPITADO ( 45 Krpm) :

=

RESUSPENDER Y CENTIFUGAR DESECHAR EL SOBRENADANTE
EL PRECIPITADO ( 45 Krpm)

!

DESECHAR EL SOBRENADANTE RESUSPENDER EL PRECIPITADO
EN EL MENOR VOLUMEN POSIBLE

v

GUARDAR EN ALICUOTAS (-70°C)

Figura 8 - Diagrama de puriticocion de panticulas submitocondriates Mg-ATP de corazén de bovino
todo a 4°C.
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PREPARACION DE PART{CULAS SUBMITOCONDRIALES Mg’ ATP ACTIVADAS

DILUCION DE SMP CONTROLADAS (2 mg/ml )
INCUBACION DE LAS SMP A 38°C

SE TOMAN ALICUOTAS A DIFERENTES TIEMPOS
(durante 3 a 5 horas)

MEDICION DE LA ACTIVIDAD
ESPECTROFOTOMETRICAMENTE (340 nm)

CENTRIFUGAR LA RESUSPENSION (45 krpm)

DESECHAR EL SOBRENADANTE RESUSPENDER EL PRECIPITADO

EN EL MENOR VOLUMEN POSIBLE

GUARDAR EN ALICUOTAS ( -70°C)

Figura 9 - Diagrama de activacion de particulas submitcondriales.

TECNICAS
DETERMINACION DE PROTEINA

Para determinar de la concentracion de proteina se utilizaron dos métodos: ¢l descrito por Biurcet
y cl descrito por Lowry.

DETERMINACION POR EL METODO DE BIURET

El método de Biuret fue descrito por Gomall ef al.cn 1949 y, cc en la forr ion del

complejo que originan las sales de cobre, en soluciones alcalinas, con los enlaces péptidicos. Por cada

ion de Cu®” sc forma un complejo con cuatro nitrégenos peptidicos, que da una coloracién violeta.

Debido a que lo que mide ¢s el contenido de enlaces peptidicos, resulta un método muy reproducible,
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aunque tiene la desventaja de no poder utilizarse cuando la concentracién de proteina es menor a |
mg/ml, debido a su baja sensibilidad.

Para la curva patrén se conserva un volumen final de 0.8 ml. Se utiliza una solucién de CuSO, al
0.15% y de tartrato de Na-K al 0.6% en NaOH al 3%. A cada tubo se le agregan 200 pl de desoxicolato
de sodio (DOC-Na) al 1 %. La curva estindar dc proteina contiene de | a 6 mg de albamina sérica dc
bovino (BSA) a partir de una solucién del0O mg/ml en agua. La muecstra problema contiene
aproximadamente entre 0.25 a 5 mg/ml de proteina y sc afora con agua a un volumen dc 0.8 mi. Se
agregan 2 ml del reactivo de Biuret y se mezcla. Se deja reposar de 20 a 30 minutos y se lec la

absorbancia entre 540 y 550 nm, contra ¢l blanco de rcactivos.

DETERMINACION FOR EL METODO DE LOWRY

El método de Lowry ef al., fue descrito en 1951 y, sc basa en 1a reduccion del reactivo de Folin
Ciocalteau, por medio de los complejos cobre-proteina, formados en un medio alcalino que da una
coloracién azul-violiacco, debido a la reduccion del reactivo de Folin por los residuos de tirosina,
triptofano y cisteina, por lo que la consistencia en el color dependera de la proteina y de su
di en las sigui longitudes de onda: 560, 660 o 750 nm

concentraciéon. Las muestras pucden

como maximo.
La curva estandar sc obtuvo con albimina de suero de bovino a una concentracién de 1 mg/ml.

Para esto se colocaron de 5 a 100 pug de BSA (la curva tuvo un comportamiento lineal hasta 60 ug). El
volumen final ¢n todos los tubos es de 4.0 ml. Se¢ necesitaron los siguientes reactivos: solucion A =
Na,COj; al 2% en NaOH 0.1 N., B = CuSO,al 1%, con tartrato de Na-K al 2%, disuclto cn NaOH 0.1 N.
C = se mezclan 100 mi de A + 2 mi de B (que se deben preparar diariamente) y D = Reactivo de Folin
diluido 1:1 en agua (que sec debe preparar en el momento de usarse).

L.a mucstra de problema debia contener alrededor de 10 a 60 pug/mt de proteina. A ¢sta se le
agregaron 200 pul de DOC-Na 1% y se aforé a 0.8 ml con agua. Sc adicionaron 2 ml del reactive C, se
mezclo durante 10 minutos y se dejo a temperatura ambiente. Pasado cl tiempo se mczclé nuevamente y
durantc la agitacion se adicionaron 0.2 mi del reactivo D y se dcjod reposar a temperatura ambiente de 20

a 30 minutos. La absorcion se leyd a 560 nm en el espectrofotémetro Beckman 35.



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ENZIMA

La determinaciéon de la actividad catalitica de hidrélisis en la ATPsintasa sc llevé a cabo con el

étod ctrofc étrico a partir de la reduccién del NADH y el método colorimétrico, por medio de la

cuantificacion del Pi tiberado; ambos, cn presencia de un sistema regencrador (Fig.l0) de ATP (Ebel y

Lardi, 1975).
DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA ACTIVIDAD

LLa determinacién espectrofotométrica descrita por Pullman en 1960, cs una medida indirecta de la
hidrolisis del nucléotido (ATP ¢ ITP) y es scguida por la disminucion en la absorbencia del sustrato NADH
a una longitud dc onda de 340 nm, en presencia de un sistema regencrador del nucledtido. El medio de
reacién aforado a 3.0 ml. contenia en concentracidn final en la mezcla basica: sacarosa 250 mM, 50 mM de
Tris acctato a un pH de 7.4, 30 mM de acctato de potasio pH 7.4, 3 mM dec acctate de magnesio; y la
solucién de enzimas y sustratos para la reaceion contenia: 3 mM de fosfocnol piruvato (PEP), 3 mM de
ATP o ITP a pH de 7.4, 4 unidades de piruvato cinasa (P.K.), 4 unidades dc¢ deshidrogenasa lactica
(L.D.H.), 0.33 pg/ml de rotenona en ctanol, para evitar la oxidacion del NADH por la cadena respiratoria
0.33 mM dec FCCP (que es un protonoforo o desacoplante) y de 7 a 10 ul de NADH 30 mM, preparado en
tris acetato pH 7.4. La cclda de plastico se incubé de 2 a S min para descartar la oxidacion de NADH dcebida
a la contaminacion de ADP o IDP cn la solucién. La reaccion se inicié al agregar 10 pl de particulas
submitocondriales controladas a una concentracion entre 80 y 100 pg/mi. Para esta medicién se empled el
espectrofotémecetro Beckman 35, a una densidad Sptica de 340 nm, en donde cl coeficiente de extincion
molar del NADH es de £ = 6.22 Mm™ mi1”’

La actividad hidrélitica se calculd con la siguiente ecuaccion:

Actividad especifica = densidad éptica x 3 ml/ 6.22 x minuto x mg dec proteina.

+ PEP Piruvato NADH
ATPasa Piruvato kinasa Deshidrogenasa Lactica
NAD® + Lactato

Figura 10. Reacciones que se llcvan a cabo en ¢l sitema regencrador de ATP.
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DETERMINACION COLORIMETRICA DE LA ACTIVIDAD

La medicion de 1a hidroélisis sc realizé por medio de 1a determinacion de fosfalo inorganico descrito
por Sumner en 1944,
La mezcla de reaccidn basica contenia: sacarosa 250 mM, S0 mM de Tris acetato pH 7.4, 30 mM de

acctato de potasio pH 7.4, 3 mM de acetato de magnesio y en la solucién de enzimas y sustratos para la
idn: 3 mM de fosf

0} piruvato, 3 mM de ATP o ITP a pH de 7.4, 4 unidades de piruvato cinasa y
0.1 mM de FCCP, cl volumen utilizado fue de 1| ml. En este método ¢l medio de reaccion se preincubd
durante 10 minutos a una temperatura de 30°C y la reaccion se inicio con la adicion de 10 pl de las smp a
una concentracion entre 50 y 100 pg/mi (dependiendo de las condiciones experimentales) durante un
minuto a 30°C. La reaccion se detuvo con 200 pl de acido tricloracético al 30% y cl tubo sc colocd en un
baiio de hiclo y se centrifugd a 3,000 rpm. En la curva patréon se toman de 0.25 a 2.0 ml de 1a solucion de
fosfato 1 mM de KH,PO, (0.25 a 2.0 pmoles). Sc aforé a 3.6 ml con agua. Se afiadicron 0.5 m!i de¢ la
solucién de MoNH, al 6.6%;,, se agregaron 0.5 ml de la solucion de H,SO, 7.5 N y se agilo. Se afiadieron
0.4 mt de 1a solucién de FeSO, (preparada antes de 1a determinacién con 5 g de FeSO, mas 50 m! de agua,
se disolvié y afiadio 1 ml de la solucion de H,SO, 7.5 N, en agitacion. Para la determinacién del Pi
producido en los experimentos, sc tomé una alicuota de 1 m! del volumen de reaccién de hidrélisis y se
aford a 3.6 ml con agua y se adicionaron las soluciones de MoNH, , H,SO, y FeSO,, como cn la curva
patron. Después de diez minutos se leyd a 660 nm en el espectrofotdmetro Beckman 35. Como referencia
s¢ utilizo para los calculos 1a absorbencia de 0.5 moles de KH,PO, de 1a curva patron.
La actividad hidrolitica se calcul6é con la siguiente ccuacion:
0.5/densidad optica x factor de dilucion x minuto” x mg de proteina ! = factor de Pi

pmoles de Pi producido mint mg™! =

densidad optica de 1a muestra x factor de dilucidén

densidad optica 0.5 umoles x mg prot x minuto
y ¢l factor de Pi x densidad Gptica de la muestra = Actividad especifica

MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE NUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN LAS CURVAS
CINETICAS

Esta sc realizd en un espectrofotdémetro Beckman DU-64 ¢n una celda de cuarzo de | ml, contra ¢l

blanco que contenia solamente agua. La muestra s¢ midié a una densidad optica de 259 nm. conun & = 15.4
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para el ATP y para el ITP la d idad optica pleada fue de 248.5 nm con un € = 12.2 (Ebel y Lardy,
1975).
La ecuacion utilizada para la calibracién fue:

Concentracion = densida optica - blanco / €

CALCULOS PARA DETERMINAR LAS CONSTANTES CINETICAS

La medicion de los valores de Km, Vmax y pK se obtuvieron por medio del paquete de coémputo
Enzfiter version 1.05, a partir de las mediciones de la velocidad en una curva de velocidad a diferentes
concentraciones de sustrato y diferentes pH. De los valores de Km y Vmax y para cada pH se obtuvo ¢l
promedio de acuerdo al nimero de determinaciones. Posteriormente todos los datos fueron normalizados
con respecto al valor maximo obtenido para ambos sustratos (ATP e [TP) en cada tipo de particulas.

De cada uno de los valores normalizados sc obtuvieron los logaritmos para la Vmax, este resultado
se graficoé contra ¢l pH. De esta grafica del logaritmo del % de Vmax contra ¢l pH los valores maximos
indican el pH ¢n el que preferentemente encontramos a la enzima y al sustrato como complejo (E-S).

Los valores de 1a relacion Vmax/Km, s¢ obtuvieron con los valores normalizados de Km y Vmax, al
cual se le calculd el logaritmo y sc le graficod contra ¢l pH. Dec esta grafica se determind el valor maximeo
que nos indica cl pK de la cnzima (E) y del sustrato (S) libres.

Los valores de Km al graficarse contra el pH se consideraron sin hacerles ningun tratamicnato.

CALCULOS PARA DETERMINAR LA ENERGIA DE ACTIVACION

A partir de los datos de las curvas de temperatura, fuc posible calcular la energia de activacion (Ea)
de acuerdo a la ccuacion de Arrhenius:
Ea =-23R log Vmax:Nmaxl (Tli-;)
(T2-T))
¥ que representa un valor aparente o medio de las constantes que determinan la velocidad. Cada una de

éstas puede responder de forma diferente al cambio de temperatura. La energia de activacion para una
reacion catalizada puedc representarse como cl log de Vmax frente a 1/T (Fig. 13). La cnergia maxima de
fijacion entre una enzima y un sustrato se produce cuando cada grupo ligante del sustrato esta en relacion

con un sitio de fijacién en ta enzima.




Dado que la estr de la i bi

durante la reaccion primero en ¢l estado de transicién y
en la encrgia de fijacion del

P a prod el

al de tr icion, di

, 8 dida que bia su estructura
ia la cnergia de activacion de la constante catalitica que mide la velocidad
de la enzima para llevar a cabo una reaccidon (Kcat), por lo que ¢s mas

sca pl

energ cl que la
ia a la estructura del estado de transiciéon del sustrato que de la estructura original

dc éstc,

Por ¢l contrario, si la estructura de la enzima es complementaria al sustrato sin alterar, la
disminucion de la energia de fijacion al formarse ¢l estado de transicién, incrementaria la cnergia de
activacion de la constante de velocidad (Kcat). En las reacciones catalizadas por enzimas, las moléculas de
1a enzima deben hallarse en cierta conformacion especifica para reaccionar con la molécula del sustrato. En
¢l estado nativo, la velocidad aumenta con ¢l incremento de la temperatura, ya que a temperaturas mas
altas, la enzima pucde sufrir desnaturalizaciéon. La cstabilidad de una enzima en un intervalo de
temperaturas depende de cientos factores como son el pH, la fucrza idnica del medio y la presencia o
ausencia de ligandos, los sustratos a menudo impiden la desnaturalizacion por temperatura. En general una

enzima sera mas cstable al calor en preparaciones crudas, libres de altas concentraciones de otras protcinas
(Fersht, 1985 y Scgel, 1975).

vV RESULTADOS Y DISCUSION

Para conocer la participacion de los sitios cataliticos y los reguladores en la hidroélisis, se empleé
como sustrato al ATP y para cvaluar los sitios cataliticos se utilizé TP debido a que no existe afinidad por
&l en los sitios rcguladores. Ambos sustratos fucron cmpleados para medir la hidrélisis tanto en las
particulas submitocondriales controladas (en presencia de 1a proteina inhibidora), como en las particulas

submitocondriales activadas (sin proteina inhibidora) y asi, poder evaluar el efecto de la proteina inhibidora
en cstos parametros,

PARAMETROS GENERALES

Primero sc r

on las sigui determinaciones, quc sirvieron para conocer las condiciones
experimentales idcales:
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MEDICION DE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA ESPECIFICA

El método esp fotométrico se

pled sélo para la medida de la actividad hidrolitica especifica
del ATP. El método colorimétrico se utilizé para las determinaciones con ambos sustratos en todos los
ensayos.

Como se mencioné la medicién de la actividad hidrolitica de ta ATPsintasa dec las particulas
submitocondriales contoladas fue realizada por el método espectrofotométrico, en presencia del sistema
regenerador de ATP (Fig. 10). De dichas medidas sc obtuvo una actividad especifica de alrededor de 0.22
pumolas x min”' x mg de proteina™ para ¢l ATP. La medicion de la actividad especifica de hidrélisis de ITP
se midio solo por ¢l método colorimétrico (Tabla I1).

La medida dc la actividad hidrolitica especifica por el método colorimétrico, se realizé en ¢l medio
descrito en métodos y en presencia de un sistema regencrador. De lo que se obtuvé una actividad especifica
para cl ATP de alrededor de 0.7 umolas x min’' x mg de proteina™ y para ¢! ITP de alrededor de 0.25
pumolas x min"' x mg de proteina’! cn las smp controladas a pH 8.0 (Tabla II).

Al cmplear las mismas condiciones del medio de reaccion mencionado en ¢l metodo, la actividad
especifica de hidrélisis para ¢l ATP fué¢ de alrededor de 8.4 pmolas x min”' x mg proteina ! y para el ITP
alrededor de 3.5 pumolas x min"' x mg de protecina™ a pH 8.0 en las particulas submitocondriales recién

activadas (Tabla 1I). La actividad especifica de las particulas submitocondriales activadas decae con el
tiempo.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE BIDROLISIS
(pmol x min "~ x rng'l protcina™ )
Particulas submitocondriales Particulas submitocondriales

METODO controladas activadas
Mg-ATP Mg-ITP Mg-ATP Mg-ITP
Espectrofotométrico 0.22 +0.072 no determinado no determinado no determinado
(€]
Colorimétrico 0.710+0.13 0.25 £ 0.109 843 +1.90 3.54 x098
(€] (€] ) 6y

Tabta 11. Datos de actividad hidrolitica especifica del ATP ¢ ITP como sustratos ¢n ambos tipos de
particulas submitocondriales
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CURVA DE PROTEINA

La medida de la actividad hidrolitica a dift i

de p se realizé de acuerdo
al protocolo anterior, se varié sdlo la i6

de pre lo que permitié saber cual era el intervalo
de proteina mas adecuado para los experimentos, dado que la velocidad de catalisis con ambos tipos de
particulas submitocondriales difercnte. Se tuvo cuidado de que la absorbancia dec las muestras se encontrara
dentro del intervalo de la curva de Pi. Por lo que el intervalo de proteina considerado en los experimentos
para ambos sustratos fué¢ de 50 a 100 pg de proteina cn las particulas submitocondriales controladas y de t
a 7 ug de proteina en las particulas submitocondriales activadas (Fig. 11 a y b).

a b
0.12 12
¥ ATP, o
(=]
0.08 'E 8
»
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-] ] 8
.§ 0.04 e 4
<
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8 2 P
o o
45 70 95 120 145 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
i & de p i i g de protei

Figura 11. Efccto dc la concentracién de protecina en la velocidad de hidrélisis del ATP ¢ ITP en
particulas submitocondriales controladas (a) y en las particulas submitocondriales activadas (b). La
velocidad de hidrélisis se midié a partir de la determi i6n del Pi producido durante 10 minutos de
reaccién a 30°C y leido a 660 nm. El medio de rcaccion contenia: 3 mM de acetato de magnesio, 30
mM de de io, 7 mM fosfc 3] piruvato, sacarosa 250 mM, tris 50 mM, 4 unidades de 1a
enzima piruvato cinasa, 1| pM de FCCP, ATP 3 mM (O y ®) y 3 mM ITP (O y ) a pH 8.0. La
concentracién de proteina se midié por ¢l método de Lowry a 560 nm.
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CURVA DE TIEMPO A DIFERENTES TEMPERATURAS

La medicion de la actividad hidrolitica a lo largo del tiempo permitié saber hasta que intervalo de
po el si ador cs cfi

y para complementar el estudio se realizaron curvas a diferentes
tempceraturas a pH 8.0 (Fig. 12 a y b), para saber como sc afcclaba la velocidad de hidrolisis cn la

ATPsintasa de las particulas controladas, ya que se sabe que la proteina inhibidora se desplaza de su sitio
inhibitorio durante la hidrdlisis a temperaturas altas.

N
«

graemt’

)

micromol x

1 3 5 IO

20

minutos

Figura 12 Efecto de la peratura en 1a vel

idad de hidrolisis del ATP (a) ¢ TP (b) en las particulas
submitocondriales controlad: Lar ién se det a difercntes ti a una peratura

dc 10 (@), 20 (@), 30 (W) y 40 °C (®). La mczcla de reaccion contenia: 3 mM ATP en (a) o bien, 3
mM UTP para (b). mas 8 unidades de P.K., 1 pM de FCCP, 3 mM de acetato de Mg, 30 mM de acetato
de potasio, 7 mM fosfoenol piruvato, sacarosa 250 mM y tris 50 mM a pil 8.0. A una concentracién de
proteina de 20 pgfmi.

El cfecto de 1a temperatura en las particulas activadas mostréd que la actividad maixima de hidrolisis

cesta dentro del rango csperado para el contenido de Fy cn particulas (aproximadamente 10 % de \a proteina
total) y fuc alrededor dc 8.5 pmolas x min™' x mg protcina’ (Fig. 13 ay b).
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Figurs 13. Efccto de la en la velocidad de hidrélisis dcl ATP (a) e ITP (b) en las particulas
submitocondriales activadas. La reaccién se detuvo a dife pos a una a de
10 (@), 20 (#), 30 (W) y 40 °C(®). La la de i6 :3mM de ATP en(a)y 3 mMITP

para (b). mas 8 unidades dc piruvato cinasa, ! uM de FCCP, 3 mM de acetato de Mg, 30 mM de acetato
de potasio, 7 mM de fosfoenol piruvato, sacarosa 250 mM y tris 50 mM a pH 8.0. y se preincuba
durante 10 minutos, con una concentracién de proteina de 2 ug/ml.

El comportamiento fue lineal durante el tiempo en ¢l que se midié la hidrélisis en las diferentes
termpcraturas. Se decidio trabajar con un tiempo de 5 minutos en las determinaciones de velocidad con
respecto’ al pH y a 30°C, de acuerdo al protocolo para la determinacion de la actividad maxima de

hidrélisis.

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA VELOCIDAD DE HIDROLISIS EN UN TIEMPO
DETERMINADO

A partir de los datos anteriores, fué posible calcular la encrgia de activacién (£a) de acuerdo a la

ecuacién de Arrhenius: FEa =2.3 R log Vmax,/Vmax, (T,-T,)
(Tz-Ty)
¥ quc representa un valor aparente o medio de las constantes que determinan la velocidad. Cada una de

éstas puede responder de forma diferente bajo ¢l cambio de temperatura. La energia de activacién para una
i6 lizada puede repr ¢ como el log de Vimax frente a 1/T (Figura 14). A partir de la cual se

obtuvicron los valores de £g (Tabla {1I).
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Particulas submitocondriales

Particulas submitocondriales
controladas activadas
Energia de activacion ATP ITP ATP ’ ITP
calorias/mol l 19,282 1 23,856 ] 12,107 ’ 33847 ’

Tabla HI. Valores de la energia dc activacion para la hidrélisis de ATP ¢ ITP en ambos tipos de
particulas, a un tiempo de cinco minutos de reaccidn a partir de las curvas de temperatura. pH K.\ con

el protocolo descrito en métodos para la determinacion de la encrgia de activacion

El cambio en la cnergia de activacion con ATP como sustrato al removerse la proteing mhibidora

nos podria indicar la energia necesaria de 7,175 calorias para este paso, también ¢s importante observar que

esta diferencia no sc obtienc con ITP.

2.0

Log Vmox
o

-0.5

-1.0
3.9 3.5 3.6

3.1 3.2 3.3 .
/T x 10, °k™'

Figura 14. La curva de Arrhenius se obtiene con los datos del log de Ia Vmax sobre el inverso Jde la
temperatura. Se realizoé a partir de los valores de las curvas de temperatura para ¢! ATP (O) y el 11D
(1) en las particulas submilocondriales conlrola'la.: y para el ATP (.) y el ITP (.) en el caso de Las

expert se on cn ol pre Jde

particulas submitocondriales wctivadas. Las
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EFECTO DEL pH EN AMBOS TIPOS DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES CON ATP ¢
TP

Se¢ observaron diferencias del efecto del pH, cl caso mas sencillo e¢s ¢l de las particulas activadas
que hidrolizan ITP (Fig. 15 b) en quc se observa quc la enzima cataliza a la misma velocidad desde pH 6.0
a 8.0 sin presentar un miximo, lo cual podria indicar que no cxiste un aminoacido cargado que sca esencial
para la actividad observada, al no encontrarse un pK en esta condicién. La interpretacion mas sencilla de los
datos cinéticos seria que. los sitios cataliticos estan siendo ocupados por ITP en presencia de un sistema
regenerador del nucledtido y sin inhibicion por producto, ya que el IDFP no inhibe (Vasilieva ez al., 1980) y

-ador del I'TP. Los sitios no cataliticos tampoco cstan sicndo recambiados

existe un si T
por cl ITP debido a que son especificos para nucledtidos de adenina (Schuster er a/., 1975 y Esch y Allison,

1978). La enzima sc encucntra en un estado catalitico basal e idcal en donde el paso limitante es la ruptura
dcl ITP y no la salida del IDP y Pi.

La enzima sin protcina inhibidora al hidrolizar el ATP (Fig. 15 b), ticne una clara respucsta maxima
al pH entre 7.0 y 7.6, ya rcportada anteriormente para la enzima soluble y para otras preparacioncs de
de la proteina inhibidora (Bullough, 1986

particulas en las que no se tomé en la pr ia o
a). En la hidrolisis del ATP se alcanza la velocidad maxima de la enzima y lo que podria sugerir es que
existe un aminoacido cargado que toma parte importante en la reaccién de hidrolisis.

En contraste, la conducta cinética de la enzima en presencia de la proteina inhibidora (Fig. 15 a), es
diferente en cuanto al pH. Con ITP se podria explicar la curva de disociacion de la protecina inhibidora sin el
problema dc atrapamiento del IDP en los sitios cataliticos, que dificulta la interpretacion de los datos
cinéticos, la curva muestra que cn el pH dcido la proteina inhibidora ticne su maxima expresion inhibitoria
¥ que cn ¢l medio paulatinamente mas alcalino se va disociando hasta alcanzar una mescta entre 7.6 y 8.1
(Fig. 15 a).

En presencia de la proteina inhibidora y ATP (Fig. 15 a) se sobreponen muchos efectos como el de
la disociacién de la protcina inhibidora y ¢l efecto del recambio en los sitios no cataliticos. A pH entre 7.9 y

8.1, el mas alcalino utilizado, la enzima se comporta como cn las particulas activadas.
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Figurl 15 Efcclo del pH en la actividad especifica de hidrélisis del ATP e ITP en las particulas
iales controladas (a) y en las particulas submitocondriales activadas (b). La velocidad de
hidrélisis se midié a partir de 1a determinacion de Pi a 660 nm, a 30°C, durante 10 minutos de reaccion.
El amortiguador contenia: dcido cacodilico 50 mM y ¢l ajuste del pH se realizéd con dcido acético en cl
intervalo de 5.5 a 7.5 y con acido bérico en ¢l intervalo de 7.6 a 8.5: ademas, €] medio de reaccion
ia: 3 mM de de io, 30 mM de de 1 io, 7 mM de fc 1 piruvato,
sacarosa 250 mM, 4 unidades/m} de piruvato cinasa, | pM de FCCP, ATP3I mM (O y ®)c ITP (D y
@). Con una concentracion de proteina en las paniculas submitocondriales contoladas de 92 pg/ml, y de
7 g/ ml cn las particulas submitocondriales activadas la cual fuc determinada por ¢l método de Lowry
a 560 nm.
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EFECTO DEL pH EN LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA HIDROLISIS

Para ahondar un poco mas sobre el efecto de la presencia de la proteina inhibidora en la actividad de
1a enzima, sc hicicron determinaciones a diferentes concentraciones de sustratos ATP (Fig. 16) ¢ ITP (Fig.
17) en ambas particulas al pH optimo (8.0), de la cual se obtuvieron los resultados mostrados cn la Tabla
.

particulas submitocondriales particulas submitocondriales
controladas activadas
pH 8.0 ATP iTe ATP Ire
Km (mM) 0.174 1.19 0.14 2.83
Vmax 0.758 0.49 6.44 4.32
(umol x min"' x mg prot™)
Kcat / Km 4.35 0.4 46 1.81
Tabia ¥V. Para os cinéti didos a pH 8.0 en ambos tipos de particulas con ATP e I'TP.

De acuerdo a la tabla 1V, para la medida de la hidrélisis del ITP a pH 8.0, se puede observar que {a

presencia de la proteina inhibidora no modifica sensiblemente ia Km del sustrato y aumenta la Vmax. Con

ATP la Vmix aumenta un orden de magnitud, pero no se modifica la afinidad por la pr ia de la
proteina inhibidora. El aumento de la Vmax con ambos sustratos al quitar la proteina inhibidora es
aproximadamente un orden de magnitud.

t.as modificaciones de la Vmax indican que la presencia de la proteina inhibidora influye en la
transformacion del complejo enzima-sustrato (E-S) al complejo enzima + producto (E+P), y al parccer, no
actia cn la formacion del complejo E-S, debido a que no altera la Km para los dos sustratos, ¢n ambas
particulas. Esto se confirma con la observacion de la estructura cristalina, que muestra que el sitio de
interaccion dc la proteina inhibidora esta alejado del sitio catalitico y que la presencia o ausencia dc esta

proteina no madifica 1a entrada dcl sustrato.
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Figura 16. La curva de concentracion de sustrato sobre la velocidad de hidrolisis en parniculas
submitocondriales controladas (Q) y particulas submilocondriales activadas (@), para obtener los
parametros cinéticos Vmix y Km, cuando se emplea como sustrato ATP. El experimenio se realizo a
una concentracion de susirato de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 1.0, 2.0 y 4.0 mM de Mg-ATP. LLas constantes
Vmax y Km se determinaron por el método de Lineweaver-Burk mediante el paquete Enztfit, a panir de
la determinacion de fosfato liberado durante los 5 minutos de reaccion a 30°C. La mezcla de reaccion
contenia: 4 unidades de piruvato cinasa, 1 uM de FCCP, 30 mM dc acetato de potasio. 5 mM fosloenol
piruvatao, sacarosa 250 mM y 50 mM Tris/acetaio de 8.0. A una concentracidn de proteina entre 80 y 90
Hg/ ml para las particulas contoladas y entre 5 y 7 pg/ml para las particulas activadas.
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Fignr- 17. La curva de i6n de sobre la velocidad de hidrélisis en particulas

jales controladas (O) y particulas submitocondriales activadas (B) para obiener los
parametros cinéticos Vmax, Km, cuando se emplea como sustrato ITP. El experimento se realizé a

una racién de de 0.2, 0.4, 0.8, 1.5, 3.0, 6.0 y 9.0 mM de ITP para la actividad de

ITPasa. Las constantes Vmax y Km s¢ determinaron por ¢l método de Lineweaver-Burk medmnu. cl

paquete Enzfit, a partir de ln determinacion de fosfato liberado o los 5 mi der

30°C. La Iader ia 4 unidades de piruvato cinasa, 1 uM de FCCP, 30 mM dc

acetato de potasio, 5 mM tosfoenol piruvato, sacarosa 250 mM y 50 mM Tris/acetato de 8.0. A una
acién de p i entre 80 y 90 pg/ml para las particulas contoladas y entre 5 y 7 ug/ml

para las particulas activadas.
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EFECTO DEL pH EN LOS PARAMETROS CINETICOS Km, Vmax y Vmax/ Km

Para ecstudiar ¢l cfecto del pH sobre los parametros cinéticos Km y Vmax se hicieron
determinaciones de actividad a diferentes concentraciones de sustratos (ATP e ITP) a distintos pH, tanto

en las particulas controladas, como en las activadas.

Sc¢ sabe que, al utilizar un criterio general, la Km expresa la formacién del complejo E-S y cs
una medida aproximada de la afinidad de la enzima por el sustrato. Por otro lado la Vmax expresa la
lejo E-S a E+P, que expresa la constante catalitica o Kcat, que mide

velocidad de di iacién del cc
la velocidad de la enzima para Hevar a cabo Ia reaccién, también, es interpretada como ¢l numero de

recambio, ¢l cual sc define como ¢l ntmero maximo de moléculas de sustrato convertidas a producto
por sitio activo, por unidad de tiempo, o bien, ¢l nimero de sitios cataliticos por unidad de tiempo.

Por nltimo, con los valores de Km y Kcat se puede establecer la relaciéon Kcat/Km o Vmax/Km,
de la i6n por cl sustrato, entre mayor sca la

que expresa la afinidad, especificidad y efici
relacién (Kcat o Vmax / Km) mayor cs la especificidad de 1a enzima por ¢l sustrato (Tabla V).

Particulas submitocondriales Particulas submitocondriales
CONTROLADAS ACTIVADAS
Constante cinética ATP L ITP ATP l TP
pPK pK
Km (mM ) constante * 7.7 constante * 7.1
Vmax 6.5-6.7 7.0 6.7 6.9
(umol x min"' x mg prot'l )

vm 6.9-7.0 constante * constantc * constante *

etermi i6n de las cinéticas a diferente pH.
en el intervalo de pH en ¢l que se determinaron las

Tabla V. Valores de pK obtenidos de la di
(*) no sc ay ia ni di denci
constantes.

La variacién de las constantes cinéticas con ¢l pH puedcen indicar la K de ionizacion preferente
de la forma activa de la enzima o del sustrato y la Km, la Vmax y la relacién Kcat/Km sc afectan por el

pH dc forma diferente, segun si sc trata de la enzima o del complcjo enzima-sustrato.
Aunque las enzimas ticnen muchos grupos ionizables, generalmente, solo presentan uno o dos

maximos, esto se debe a que en la catilisis s6lo los grupos ionizables que interviencn cn ésta son
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importantes, ya sca cn el sitio activo en la interaccién enzima-sustrato, o bicn, cn la conformacion activa

de la enzima.
La i pr grupos i
los parametros cinéticos bajo el efecto del pH. Generalmente es posible detectar la forma activa de la

bles que se pueden titular y es posible determinarlos al medir

enzima y el paso limitante no se ve alterado con el pH.
La variacién de la Vmax con ¢l pH (Figs. 18 y 19) gencralmente indica la constante de

ionizacién del complcjo cnzima-sustrato a enzima-producto, y ¢n las particulas activadas (fig. 18) se
muestra, quc con ambos sustratos se tiene un pK aproximado entre 6.7 y 6.9, lo que indica quc existe
probablemente un residuo que participa en el proceso de transformacién del ATP o del ITP a productos
y podria tratarse de una histidina que pucda ser importante cn la jonizacion, pero independiente de la
base nitrogenada dcl nucledtido (adenina o inosina).

Con la presencia de la Pl en las smp controladas (Fig. 18), las variaciones de la Vmax con el
sustrato ITP muestran un pK de 7.0, muy cercano al obscrvado en ausencia de la proteina inhibidora con
el mismo sustrato a 6.9; con ATP el pK observado también es muy cercano al observado sin la PI y cs
entre 6.5 y 6.7, lo que mucstra que la presencia de la proteina inhibidora no afecta la ionizacién del
residuo del sitio catalitico.

La Km permanecce constante a todos los pH empleados con el sustrato ATP, en ambas particulas
(Fig. 20). Si hubicra variaciones cn la Km, ésta representaria los cambios del complejo enzima-sustrato,
las cuales son de un intervalo tan pequeifio que se requeriria de mejores datos cinéticos para precisar si
en verdad existe ¢l pK dc algun aminoacido que participe.

En ambas smp, pcro en presencia de ITP (Fig. 21), la Km, con respecto al pH, muestra
variaciones un poco mis cvidentes que con el ATP, y existe un pK aproximadamentc entre 7.7 y 7.8, en
dondc la afinidad por cl ITP a pH 8.0 cs mcnor (Km 2.2 mM) con respecto a lo obtenido a pH 6.0 (Km
0.6 mM) en las particulas controladas. En las particulas activadas la Km podria indicar un grupo con
una constante de ionizaciéon de aproximadamente 7.1 en la formacion del complcjo E-S. En las
particulas controladas la condicion de la disociacion de la proteina inhibidora y su dependencia al pH
podria influir en la disminucién de la Km por el I'TP.

Las variaciones de la KecavKm o Vmax/Km (Figs. 22 y 23) se¢ refieren a la Km de la enzima
libre, y con ATP, que es cl sustrato mas especifico, la mayor afinidad esta nuevamente entre ¢l pK 6.9 y
7.0, lo que apunta a la presencia de una posible histidina en el sitio catalitico. La proteina inhibidora no
parece influir en este parametro cinético. Con ¢l sustrato ITP existe un maximo aparente y las
variaciones son muy pequefias para obtener alguna conclusion.
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Log % Vmax

Figura I8 Perfil del log % de Vmax de la actividad de ATPasa e ITPasa a lo largo del pti ¢n las
particulas submitocondriales conroludas. De las curvas de concentracion de sustrato 0.05, 0.1, 0.2,
0.4, 0.6, 1.0, 2.0 y 4.0 mM de Mg-ATP para ¢l ensayo de ATPasa (O) y de 0.2, 0.4. 0.8, 1.5, 3.0,
6.0 y 9.0 mM de ITP para la actividad de [TPasa ([0). realizadas a los diferente pH se determinog por
el método de Linewcaver-Burk la Vmax por medio del paquete Enzfit. A partir de Ia delcrmmm.mn
de fostato liberado durante fos 5 minutos de reaccion a 30°C. La la de r io 4
unidades de piruvate cinasa, 1 pnM de FCCP. 30 mM de acetato de magnesio, 5 mM fostoenol
piruvato, sacarosa 250 mM y 50 mM de amortiguador (Tris/acetato de 7.4 a 8.2; Mops de 6.3-7.6. y
Mes de 6.0 a 6.4). Los valores que se encuentran en la grifica se obtuvieron del promedio de Vmix
para cada pH. estos se¢ normalizaron con respecto al valor miaximo de Vmax alcanzado para ambos
sustratos. el cual fue de 0.69 + 0.063 micromol x min"' x mg de proteina del ATP. A una
concentracion de proteina entre 80 y 100 pg/ ml.
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Figura 19. Perfil del log % de Vmax de la actividad de ATPasa e [TPasa a lo largo del pH en las
panticulas submitocondriales activadas. De las curvas de concentracion de sustrato 0.05, 0.1, 0.2,
0.4,0.6. 1.0, 2.0 y 4.0 mM de Mg-ATP para ¢l ensayo de ATPasa (®) y de 0.2, 0.4, 0.8, 1.5, 3.0, 6.

y 9.0 mM de ITP para la actividad de ITPasa (@), rcalizadas a los diferente pH se determino por ¢l
método de Lincweaver-Burk fa Vmax mediante ¢l paquecte Enzfit. A partir de la dclermmncnon dc
fosf: liberado d e los 5 il de ion a 30°C. La la de r 16 <4
unidades de piruvato cinasa, | uM de FCCP, 30 mM dc acetato de potasio, 5 mM loslocnol
piruvato, sacarosa 250 mM y 50 mM de amortiguador (Tris/acetato de 7.4 a 8.2; Mops de 6.4 a7.6:
y Mes de 6.0 a 6.4). Los valores que se encuentran en la grifica se obtuvieron del promedio de
Vmax para cada pH, éstos se normalizaron con respecto al valor maxlmo de Vmax para ambos
sustratos ¢l cual fue de 6.5 = 0.482 micromol x min™* x mg de proteina’™’ de la ATPasa. Con una

concentracion de proteina vntre 2y 7 pg/ mi.
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Figurn 20. E! perfil de la Km de la actividad de ATPasa ¢ ITPasa a lo largo del pH cn las paniculas
. Se obtuvo a panir de las curvas de concentracion de sustrato a (H0S,
1.5,

driales coner

0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 1.0, 2.0 y 4.0 mM de Mg-ATP para ¢l ensayo de ATPasa (O) y de 0.2, 0.3, 0.8,

3.0. 6.0 y 9.0 mM dc ITP para el de ITPasa (00): se detetmind ¢l Pi liberado durante los 5 minutus de
reaccion a 30 °C. La mezcla de reaccion contenia: 4 unidades de piruvato cinasa. | uM de FCCP. 20
mM dc acctato de potasio. 5 mM fosfoenol piruvato, sacarosa 250 mM y 50 mM de amorstiguador de
acuerdo a su intervalo de tuncionamiento (Tris/acctato de 7.4 a 8.2; Mops de 6.4 a 7.6,y Mes de 60 a
6.4). A una concentracién de proteina entre 80 y 100 pg/ml. Los valores de la gritica se obtuvieron dul
promedio de los valores de Km para el ATP ¢ ITP por cada pH. dcterminado por el métode de

Linewcaver-Burk mediante ¢l paquete Enzfit.

Jarcle

<5



TV Y Ty T vy Yy vV [y vy rrrrTrTrTTy
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

pH

Figura 2. El perfil de 1a Km de la actividad de ATPasa e 1TPasa a lo largo def pH en las particulas
submitocondriales activadas. Se calcularén a pantir de las curvas de concentracion de sustrato a
0.05.0.1. 0.2, 04. 0.6, 1.0. 2.0 y 4.0 mM de Mg-ATP para ¢l cnsayo de ATPasa (®) y dc 0.2. 0.3,
0.8, 1.5, 3.0, 6.0 y 9.0 mM de ITP para ¢l de [TPasa (-). por determinacion del Pi liberado durante
los 5 minutos de reaccién a 30 °C. La fa de r ia 4 unidades de pirivato cinasa,
HM dc FCCP, 30 mM dc de io, 5 mM fc 1 piruvato. sacarosa 250 mM y 50 mM
de amortiguador de acuerdo a su intervalo de efectividad (Tris/acctato de 7.4 2 8.2; Mops de 6.4 a
7.6: y Mes de 6.0 a 6.4). A una concentracion de proteina entre 2 y 7 pg/ml. Los valores de la
grifica se obtuvicron del promedio dec los valores de Km para el ATP ¢ ITP por cada pH.
determinado por ¢l método de Lineweaver-Burk por medio del paquete Enzfit.
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Figura 22, Perfil del log 26 Vmix / Km de la actividad de ATPasa (O) ¢ I'TPasa (80) a lo largo del pif
en las particulas submitocondriales controladas. Las condiciones experimentales de este pertil, en
donde sc expresa la relacion Vmax/Km., se menciona en las curvas de log de Vmax y Km contra el pH.
Los valores de Km y Vmix se determinaron de acuerdo al método de Lincweaver-Burk, estos se
promediaron para cada valor de pH, se namalizaron de acuerdo al valor maximo alcanzado para ambos
sustratos cn el valor de Vmix 0.69 + 0.063 micromol x min"' x mg de proteina™ de ATP a pH 8.0 y para
laKm 2.19 + 0.4 mM de ITP a pH 7.8. A una concentracién de proteina entre 50 y 100 ug/ ml.
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Figura 23, Perfil del log % Vmiax / Km de la actividad dc ATPasa (.) c ITPasa (@) a lo largo dcl pH
en las panticulas submitocondriales activadas. Las exper les de este perfil, en donde
se expresa la relacién Vmax/Km, se menciona en las curvas de log de Vmax y Km contra ¢l pH. Los
valores de Km y Vmix se determinaron de acucrdo al método de Linewecaver-Burk, estos sc
promediaron para cada vilor de pH, se normalizaron de acuerdo al valor miximo alcanzndo para ambos
sustratos en el valor deVmix de 6.5 + 0.482 micromol x min™' x mg de proteina’ ' de ATP a pH 8.0y
para la Km 3.27 +£ 0.305 mM de ITP al pH 7.8. A una concentracion de proteina entre 2 y 7 pg/mi.
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Vi CONCLUSIONES

1 - EFECTO DE LA TEMFPERATURA

a) Sobre la cnergia de activacion.
Dec acuerdo al analisis de la temperatura a partir de la curva de Arrhenius, no existen cambios

significativos con ¢l ITP, dado que presenta un valor en calorias/mol muy semejante en ambos tipos de
particulas en un ticmpo de 5 minutos. Sin embargo con ATP en presencia y ausencia dc la proteina
inhibidora la cnergia de activacion disminuye cn aproximadamente 7.0 Kcal/mol que podria indicar que
este es el valor energético necesario para desplazar a la proteina inhibidora.
b) Actividad maxima encontrada cn particulas submitocondriailes activadas de acuerdo al contenido de F, en
las particulas.

La velocidad maxima de hidrélisis del ATP ¢ ITP en este tipo de particulas se encontro dentro del

intervalo del 10 % de la protcina total de F, en las particulas submitocondriales, con un valor de
1

aproximado de 9 umolas x min *' x mg de proteina’' .
2 - EFECTO DEL pH EN LA HIDROLISIS

a) En las particulas submitocondriales activadas con ITP no hay un pH éptimo. cl paso limitantc es la
ruptura del ITP y no la salida del IDP, en estas condiciones la reaccién no se altera por las variaciones del
pH extemo.

b) En las particulas submitocondriales activadas con ATP, sc tienc un miximo entre 7.0 y 7.6, lo cual
sugiere un grupo cargado cn cse intervalo de pK, probablemente una histidina. Sin ecmbargo, como con
ATP hay recambio en sitios reguladores, éstos bien podrian influir en ¢l pH 6ptimo.

¢) En las particulas submitocondriales controladas con ITP, la actividad maxima alcanzada, a pH alcalino,
podria indicar la curva de disociacién de la protcina inhibidora. Con ATP el efecto de los sitios reguladores

muecstra diferencias, sin embargo hay mayor actividad a pH alcalino, que es ¢l pH cn el que la proteina

inhibidora se disocia del sitio inhibitorio.
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3 - PARAMETROS CINETICOS

a) A pH 6ptimo:
1 - Solo se modifica la Vmax un orden de magnitud por la remocién de la proteina inhibidora, lo que

indica que al mover la protcina inhibidora con ATP se acelera la salida del ADP y con ITP la entrada de
agua. La Km no se modifica, lo que indica que la proteina inhibidora no tiene efecto sobre la formacién
del complejo E-S, lo quc se confirma con la estructura cristalografica.

2 - Existe una difcrencia de la especificidad (Vmax/Km) con ATP comparado con ITP, que indica una

mayor eficicncia de formacién del compicjo E + P con ATP, la quc se hace mucho mas evidente al
eliminar el freno catalitico de la proteina inhibidora.

b) A distinto pH:
1 - La Km para ¢l ATP no varia con ¢l pH.
2 -La Km con ITP muecstra una ligera diferencia que requierc estudios mas finos para ver si es

significativa.
3 - La presencia de 1a PI no modifica los pK.
4 - La Vmax/Km muestra un pK con ATP entre 6.9 a 7.0 compatible, con una histidina en ¢l paso de

formacién del complejo E-S al complejo E-P. La proteina inhibidora no modifica esta conducta

cindtica.
4 - DIFERENCIAS DE LA ENZIMA SOLUBLE

Allison encuentra que con ¢l analogo de ATP (FSBA) en la enzima soluble, es posibic localizar
a pH de 6.5 y 8.0 a los aminoacidos involucrados ¢n la hidrélisis del ATP y con el analogo del ITP
(FSBI), él observo un tnico pK a pH 5.9, lo cual no coincide con nuestros resultados al medir
Vmax/Km cn las particulas submitocondriales obteniendo un pK de 6.9-7.0.

No es extrafio que ¢n nuestro sistema de enzima completa Fo-F, anclada a la membrana no sc
encuentre la misma conducta de las constantes dc ionizacién de los aminoacidos con respecto a la
enzima soluble que cn un sistema mas sencillo. Sin embargo nuestros datos parccen sugerir la

existencia de una histidina del sitio catalitico que reacciona al pH externo.
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VIl PERSPECTIVAS
De acuerdo a la estructura dcel cristal de la MF,, se¢ observé que existe un tuncl con forma
cénica, a través del cual, cl sustrato se dirige hacia el sitio catalitico (Abrahams ef al., 1994). Muy
cercano a este sitio se localizan las His-177 y la His-198. Estas histidinas de acuerdo a la secuencia de

aminoacidos para la subunidad 3 de varias cspecies tipo F, se encuentran conservadas. En el caso de

Bacillus PS-3 sc an las histidinas en la posicién 179 y en la 200, las cuales se localizan en la
entrada del tunel conico (Penefsky y Cross. 1991). Por medio de estudios de resonancia magnética
nuclcar(Tozawa et al., 1995), sc investigd la dinamica conformacional de ambas histidinas, obscrvando
que se ven afectadas por §a temperatura, el pH y 1a utilizacién de un andlogo del ATP et AMP-PNP;
estos c¢fcctos podrian deberse a la unién de un hidrégeno cn el grupo imidazol, al modificarse su carga
por ¢l pH. En Saccharomyces cerevisae, se ha identificado a la fHis-211 como importante para
mantener la cstructura del complejo catalitico de la enzima, cuando fue sustituida por cinco
aminoacidos diferentes (Asp, Ile, Ala, Asn y Lys), y al considerarse las constantes cinéticas Vmax y
Km para cada una de las cinco mutantes, bajo el efecto del pH, sc observd modificado el pK de las
mutantes con respecto a la enzima normal, lo que sugirié la importancia de este aminoacido para
mantcner la conformacién activa de la enzima, al estabilizar la estructura terciaria de la F,, aunque
también, se comprobd que no se requiere para la catalisis (Schnizer y Schuster, 1996). De los estudios
realizados con la His-177 de 1a MF,, sc sabe que se localiza en el asa P, rica en glicinas, que participa
en la union del nucledtido (Garboczi er al.,1988) y que se encucntra muy cercano al sitio catalitico de
acuerdo a la estructura cristalografica (Abrahams er al.. 1994).

Nosotros observamos quc la presencia o ausencia de la P1 durante la hidrdlisis de ATP ¢ ITP, no
modifica la Kim de la enzima ante ¢l sustrato y por [o tanto no esta relacionado con la formacion del
complejo enzima-sutrato (E-S). Aunque entre ambos sustratos, ya sea cn  las particulas
submitocondriales controladas como cn las activadas, sc observan difercncias entre los sustratos quc
pueden dcberse a una conformacion distinta de la enzima al existir recambio de ATP o ADP ¢n los
sitios reguladores al hidrolizarse el ATP, que no existc con ITP.

Dec acuerdo a nucstros resultados podria ser una histidina la que influye cne ¢l pK observado a
lo largo dcl perfil de pH. Respecto a4 los datos reportados en otras cnzimas tipoe F en la B His-177,

podria tener la importancia de conservar la estructura de la conformacion activa en la MF, , como

con otras i que mantienen conscrvada a esta histidina. Cabe mencionar que esta histidina
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no interviene en la catilisis de formacién del complejo enzima sustrato, debido a que no encontramos
cambios en la Km a lo largo del pH.

Por lo que seria muy interesante:

Obtener curvas de sustrato a diferentes temperaturas en ambos tipos de particulas
submitocondriales, con ATP ¢ ITP y estudiar mas a fondo el efecto de la tempcratura sobre las
constantes cinéticas a diferente pH. Para poder hacer ¢l seguimicnto del cfecto de los sitios reguladores.

Resultaria muy importante analizar ¢l numero de sitios reguladores ocupados en la enzima, por
medio de sustratos marcados radiactivamente, para cada una de las preparacioncs de particulas

submitocondriales con las que se trabaja, lo cual permitiria tener un control ¥ una vision mais amplia del

efecto de los sitios no cataliticos en la regulacion.
d mas preci et efecto del pH solo sobre la hidrélisis de! ATP ¢ ITP a

Para poder
partir de las curvas de sustrato a diferente pH, sin de¢jar de trabajar con el complejo Fp-F,; seria muy
mas controlado, como la reconstitucion del

d do, reali estas determi i en un
complejo Fg-F| cn liposomas, o bien, en membranas unilaminares, lo cual evitaria tener grupos
ionizables, no controlados, como cn ¢l caso de las particulas submitocondriales. Lo que nos permitiria
trabajar con una concentracion de enzima controlada, y poder calcular constantes cinéticas precisas.

Asi, como el de medir el recambio en los sitios reguladores con los sustratos ATP ¢ ITP a

diferentes valores de pH tanto en la enzima con proteina inhibidora, como en ausencia de ésta.
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