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I RESUMEN 

El complejo enzimático F 0 -F 1 de mitocondria. cloroplasto y membrana plasmática de procarioto. es 

capaz de catatizar reversiblcmentc la síntesis del ATP a partir de ADP y Pi en presencia del gradiente 

electroquimico y. en presencia de ATP y sin gradiente. se lleva a cabo la hid.-ólisis del nuclcótido. 

La hidrólisis del A TP está regulada por la proteína inhibidora (PI) y por la ocupación de A TP o 

ADP de los sitios reguladores. El papel principal de la proteína inhibidora es el de impedir la hidrólisis del 

ATP cuando no existe gradiente de protones. El ATP puede ocupar tanto sitios catalíticos como 

reguladores. cuando el sustrato hidrolizado es el ITP se ha visto que solo puede ocupar sitios catalíticos y 

no existe recambio en los sitios reguladores como en el caso del ATP. 

El presente estudio pretende conocer el efecto de la ocupación de los sitios reguladores por ATP y 

de los catalíticos con el lTP y ATP. en presencia o ausencia de la PI en la hidrólisis. en partículas 

submitocondriales (smp) controladas (con PI) o activadas (sin PI). paro lo cual se realizaron curvas de 

temperatura. efecto del pH. tanto en la velocidad de hidrólisis especifica como en las constantes cinéticas 

Km. Vmax y Vmax/Km. 

De dichos resultados encontramos que la diferencia en el valor de la ener-gia de activación para el 

ATP con y sin la PI podría indicar la energía necesaria para mover la PI de su sitio inhibitorio. 

El pH con la partículas submitocondriales controladas con ATP e ITP podría indicar la curva de 

disociación de la PI. 

En las partículas submitocondriales activadas con ATP se observa un pJ-1 el cual sugiere pK. aunque 

tambien exite recambio. en los sitios reguladores. Con ITP el pH externo no altera la reacción de hidrólisis. 

A pl-1 8.0 {óptimo) la Vmoi.x se modifica un orden de magnitud entre ambos tipos de partículas. La 

Km no se modifica por lo que la PI no participa en la formación del complejo enzin1a-sustrato. En la 

rclnción Vmáx/Krn existe una mayor eficiencia de formación 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 muy baja. y la PI no 

modifica los pK de la Vrnáx. En la relación Vmñx/Km con ATP existe un pK entre 6.9 y 7.0 que interviene 

en el paso de fOnnación del complejo enzima-sustrato al complejo enzima produclo. La PI no modifica la 

conducta cinética de la enzima. 



INTRODUCCIÓN 

EL PROCESO DE RESPIRACIÓN 

A lo largo de la evolución biológica Jos seres vivos. para crecer y mantenerse con vid~ han 

dasarrollado vfas de sfntesis y degradación de compuestos que les permite generar y almacenar energía. La 

energía es conservada en el nucleótido de alta energía llamado adenosin trifosfato (A TP). durante la oxidación 

de Jos alimentos. a través del proceso de respiración para ser utilizado posteriormente en procesos como el 

transporte y la biosintesis. que son esenciales para la vida. Los proc.csos biosintéticos dependen de un 

suministro adecuado de carbono y nitrógeno; y generalmente comienzan con compuestos sencillos, 

denominados intcmlediarios metabólicos centrales. Aunque cxisen variaciones, las nita.c; que participan en la 

producción de ATP son esencialmente similares en todos los organismos y estan de acuerdo a Jas necesidades 

y entorno de cada uno de ellos. 

La vía metabólica que utiliza la célula para obtener el ATP necesario depende del medio ambiente 

(aerobio o anaerobio) a donde pertenezca. Así. en los cloroplastos o cromatóforos de plantas. cianobactcrias 

y otras bacterias fotosinteticas. el ATP se produce fundamentalmente. a través. del acoplamiento del 

mecanismo fbtosintético de transporte de electrones llamado fotofosforilación. donde la fuente de electrones 

que genera el ATP es la Juz. a los organismos que emplean este sistema se les conocen comofotótro.fos. En 

cmnbio. en los quimiótrcifos el ATP se deriva de la .;:>Xidación de compuestos orgánicos. que en Jos 

microorganismos. se denominan sustratos del crecimiento. Las rutas oxidativac; que se usan y los procesos de 

transporte de electrones asociados. son notablemente similares en todos los organismos. En los organismos 

aerobios estos procesos se denominan habitualmente como respiración celular y la energía se obtiene de la 

transferencia de electrones a partir de moléculas orgánicas. por ejemplo. por la completa oxidación de la 

molécula de glucosa hasta dióxido de carbono. agua y ATP; en cslc proceso se obtiene un rcndimienlo 

máximo en Ja síntesis del nuclcótido. En los organismos anaerobios o en Jos aerobios facultativos que 

funcionan en condiciones anaeróbicas. f'"ccibe el nombre de respiración anaerobia. o bien • . /i?nncntación en 

donde la obtención del ATP es pof'"./O.ifori/ación (la fosfOrilación del ADP a nivel de sus1rato) en Ja cual. la 

energía obtenida a partir de una molécula de glucosa que se transforma en 2 moléculas de ácido láctico ó 2 

moléculas de etanol más 2 moléculas de ATP más 2 moléculas de agua (Trcvan. 1989). 

Del acoplamiento entre la oxidación y Ja síntesis del ATP se obtiene un rendimiento máximo de 32 

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



respiración aerobia,. y en las células que presentan respiración anaerobia se producen como máximo 2 

moléculas de ATP por molécula de glucosa. 

En las células la energía es conservada durante el proceso de f"osforilación oxidativa en la molécula 

del ATP. cuya estructura con tri fosfatos unidos a Ja adenina y la ribosa Je confieren un valor de energía 

libre de Gibbs (l\G) de -7.2 Kcal/moJ (Strayer. J 992). 

EL PROCESO DE TRANSDUCCIÓN DE ENERGÍA 

El proceso de transducción de energía se lleva a cabo en las siguientes membranas trm1sductoras: 

membrana plasmática en bacterias. membrana tilucoidal de clornplastos y membrana interna milocondrial 

(Fig. 1 ). Es un proceso complejo debido a Ja intervención de varias enzimas mulcisubunilarias localizadas en 

dichas membranas transductorJS y que son esenciales durante el proceso de Ja f"osforilación oxidativa y que 

participan en el proceso de síntesis del ATP. Por ejemplo en las mitocondrias estas enzimas. al catalizar las 

reacciones oxidutivas. generan un gradiente electroquímico de protones (J-f•). u trnvCs de la membrana al 

encargarse de llevar los electrones hasta el 0 2 que es el accp1or final~ a través. de la cadena respiratoria. Este 

transporte de clcctruncs es acompafiado por la trunslocación vectorial de protones de un lado hacia el otro de la 

membrana tnmsductoru (Senior. 1988). 

Mi•c•Mria. Clenoplas ... Dac"'ria (E. coli ) 

Fia:ura 1 Esquema representativo de la localización de la enzima ATPsintasa en las membranas 
transductoras de energía (mitocondria. cloroplasto y membrana plasmática). 
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El proceso de transducción de energía lo podemos dividir en dos: 

a) La transferencia de electrones a lo largo de la cadena respiratoria hasta un aceptar final. que da como 

resultado una separación de cargas (-) y de H+ de un lado y otro de la membrana y genera un gradiente 

elcctroqufmico de protones (.dµH+). 

El gradiente electroquímico se define como: .ó.µH+ = .ó.~ + Z.ó.pH. 

donde: .ó..lV =diferencia de carga. 

Z.ó..pH =-diferencia de la concentración de H .. 

b) La tbnnación del .ó.µH+ en los procesos bioncrgCticos es propiaciado por la energía luminosa (fotones). o 

bien. obtenido de Jos sustratos respiratorios y utilizado por las enzimas de la cadena rcdox respiratoria o 

fotosintética en el cuso de las halobactcrias y la bacteriorrodopsina para fonnar el .ó..µH+. Este gradiente 

electroquímico puede ser utilizado para el transporte de moléculas cargadas a través de Ja membrana 

plasmátic~ o bien. en la síntesis del ATP (Fig. 2), este Ultimo el proceso es más importante (Grant .. 1987, 

Senior. 1988). 

Enzimas 1 
'-~-R_c_s_p_irn~'º_r_i_as_·~~--' ~ 

Hidrólisis del ATP en Gradiente 
F 0 -F1 ATPasa de protónes 
(Procariotos) (Aµl-1+) 

,-,s~,~-s~tc-·rn~u-c_n_z~im-..,.á~ti-co~~...., ~~~~~~~~~~,rR~º-'ª-c-io-·n~n-a_g_c_Jar~' 
/ Transporte 

capaz de capturar Ja luz. membrana! de 
cloroplastos. proteínas 
romatóforos, // a/ohium.) 

.~igura 2. Rutas que fovon..acen la gcncmción y como es utilizado el ó.µ11+ en Jos seres vivos. (tomado de 
Senior. l 988 ). 

Aunque todavía no están claros los procc...~os moleculares que ocurren en la conservación de Ja energía. 

cuando el fosfato inorgánico (Pi) se une al ADP para fOrrnar al ATP9 sabemos que, para el proceso de 

acoplamiento energético es muy importante la localización de las enzimas participantes en las mcmbn1nas 



transductoras de energi~ altamente impermeables a los protones. característica que les permite generar y 

mantener el potencial eléctrico y la diferencia osmótica de H+ (Lehninger, 1970). 

La cadena respiratoria mitocondrial está contituida por tres complejos catalíticos (Fig. 3) que 

contribuyen a Ja translocación transmembranal de protones de la matriz hacia el espacio intermembranal: 

primero la enzima NADH:ubiquinona (Q) oxidoreductasa (el complejo 1). ubiquinol: fcrricitocromo bc 1 

oxidorcductac;;a (complejo 111) y ferrocitocromo c: 0 2 oxidorcductasa (complejo IV) o citocrorno oxidasa, más 

dos acarreadores de bajo peso molecular. el citocromo c oxidasa y la ubiquinona-1 O (Q). El complejo 

succinato:ubiquinona óxido rcductasa (complejo 11) no produce .6.µH+ por Jo que se Je considera sólo como un 

auxiliar en la conservación de la energía de la cadena respiratoria (WikstrOm y Sarastc. 1984 ). 

Fi¡tura 3. Esqucmati;r .. .ución de las enzimas participantes en el proceso de transporte de electrones y su 
orientación dentro de la membrana interna mitocondrial. 

LA l\HTOCONDRIA 

De acuerdo al tipo celular. las mitocondrias varian en tam~ulo. número. forma y localización 

intracelular. Se encuentran presentes en todos los cucuriotos: protoctistas. hongos. animales y plantas. Estñn 

constituidas por una membmna externa.. una mcmhmna interna y dos compartimentos internos: el espacio 

intenncmbrunal y Ja matriz mitocondrial (Fig. 4). La matriz contiene una mezcla altruncnte concentrada de 



proteínas. que incluyen las que se requieren para la oxidación del piruvato. ácidos grasos y en el ciclo del 

ácido cítrico. Del peso total de la mitocondria. del 70 al 75% correspendc a las proteínas y el resto Jo aportan 

Jos fosfolipidos. Genéticamente presenta cierto grado de autonomía dentro de la célula. ya que contiene 

muchas copias idénticas del ácido desoxirribonucleico (ADN} genómico mitocondrial~ necesarias para llevar a 

cabo Ja síntesis de algunas de sus proteínas ya que sólo del 5 al 1 O o/o de las protcinns totales de Ja mitocondria. 

son codificadas por el ADN gcnómico mitocondrial y especialmente ribosomas mitocondriales~ ácido 

ribonucleico (ARN} de transforencia y varias enzimas que se requieren paru la expresión de genes 

mitocondriales; el resto de las proteínas es sintetizado y codificado por el núcleo celular (Tngcr et al~ 1983). 

a) b) 

•-i2ura 4 Micrografia electrónica de mitocondria (a); acercamiento de la estructura de la membrana 
interna mitocondrial, donde se observan a manera de protubcrnncias en la superficie. a la región del 
sector F 1 de la ATP sintasa (b).Esqucrn.a de la estructura mitocondrial en que se loca)i7..a lamambran 
externa. membrana inlcmn, crestas. n1atriz. y espacill 1ntcnncmbrunal. 
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EL MECANISMO QUIMIOSMÓTICO 

El mecanismo quimiosmótico propuesto por Mitchcll en 1965 incluye el acoplamiento entre la 

membrana interna mitocondrial. 

que contiene a la cadena transportadora de electrones y a la enzima ATPsintasa. Este mecanismo propone 

que la energía derivada del transporte de electrones es utili7..ada para la translocación de protones, de Ja 

matriz mitocondrial a través de la membrana interna hacia el citosol. lo que origina una diferencia de 

potencial transmembranal (.6.µH+). Este potencial se encuentra constituido por dos componentes: una 

diferencia de pH (l\pH) y una diferencia clcctroquimica de carga o (A\V). separados por una membrana 

impcnncable a protones (H•). Durante la formación del gradiente de protones. Ja energía alrnccenada se 

utiliza para la fonnación dcJ ATP cuando éstos regresan hacia la matriz a través del canal de la ATPasa. 

Este proceso es reversible al existir una interconversión del potencial. así la síntesis del ATP utiliza el 

~µH+ y la hidrólisis lo genera (Fig. 3). 

El gradiente también es utilizado para Ja translocación de otras molécula.._i;; a través de la membrana. 

asi el ADP y el Pi son transladados hacia Ja matriz mitocondrial para la síntesis del A TP. 

La estequiometría de los iones fosfato incorporados al ATP por cada par de electrones que viaja a 

través de la cadena transportadora de electrones se le conoce como In relación P/2 e-. equivalente a la 

relación P/Y202 • debido a que por cada par de electrones se reduce un átomo de oxigeno. En las 

mitocondrias la relación P/!./z02 es de 3 para el sustrato nicotinamida adcnina dinuclcotido (NADH). La 

relación es de 2 para Jos sustratos que transfieren electrones a flavoproteínas del segundo sitio (Mitchcl. 

1965). 

MECANISMO DE UNIÓN Y RECAMBIO 

La síntesis del ATP por la ATP sintasa es un proceso que requiere de energía y para explicar esto. el 

grupo de Boyer en 1989 propone el mecanismo confonnacional. el cual es conocido como el mecanismo de 

unión y recambio ubinding changc .. y sus características principales son: 1) la síntesis de ATP ocurre 

espontáneamente en los sitios catalíticos. y el pa.c;o que requiere de energía es el cambio confonnacional que 

sufre el sitio catalítico de alta afinidad debido al ATP. para transfonnorsc en uno de baja afinidad~ el cual 

pcnnita la salida del ATP. 2) la unión del sustrato y la liberación del producto están asociados al proceso de 
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energización de la mebrana y 3) la unión del sustrato y la liberación del producto ocurren simultáneamente 

en subunidades catalíticas separadas pero que funcionalmente se encuentran interconectadas en forma 

concertada. 

Figura S. Diagrama del mecanismo de unión y recambio de los sustratos, para los sitios catalíticos. 

INTRODUCCIÓN A LA FAMILIA DE ATPASAS 

Las enzimas translocadoras de protón ATPsintasas o proton ATPasas,. tipo F0 -F 1., se encuentran 

embebidas en las membranas de bacteria, cloroplastos y mitocondria.. asi como en otras endomembranas de 

células cucariontes. Las ATPsintasas se encuentran amplianlente distribuidas en cubacterias aeróbicas y 

fotosintéticas (BF0 F 1 )., arqucobacterias (AF0 F 1 ) .. mitocondria (MF0 F 1) y cloroplastos (CF0 F 1 ). Su fundón es 

la síntesis del ATP a partir de ADP y Pi .. la que se encuentra acoplada al movimiento transmcmbranal de 

protones y requiere de la cncgía del gradiente de H+. La función de los complejos tipo (F0 F 1) es 

exclusivamente como ATPasa y se encuentran en vacuolas de células eucariotas y en anaerobios obligados. 

Estas ATPasas acoplan la hidrólisis del ATP a la generación del gradiente clcctroquimico,. el cual maneja 

un sistema de transpone secundario (Pcnefski y Cross .. 1991 ). 

FUNCIÓN DE LA ENZIMA ATPSINTASA 

Corno se mencionó la combinación entre las proteínas del sistema de transporte de electrones con la 

generación del .ó.µH+. favorece la síntesis del ATP. La enzima ATPsintasa cataliza rcversiblemcntc la 

reacción de síntesis e hidrólisis (ADP + Pi <=> ATP) dicho proceso requiere de una gran cantidad de energía 

del gradiente de protones (.ó.µH+) generado por las reacciones de oxidación en la fosforilación oxidativa 

(Mitchcll,. 1966). In vivo las enzimas también pueden hidrolizar al ATP y generar un gradiente de protones 

(Senior9 1988). 

Las funciones de las A TPsintasa se resumen de la siguiente manera: 



1- La translocación de H+ por la bicapa lipídica a través del complejo F 0 embebido en la membrana. 

2- El acoplamiento que incluye el proceso por el cual los protones llegan hasta et complejo F h y la energla 

almacenada en el AµH+ favorece la producción del ATP a partir del ADP y Pi. 

3- La catálisis. para la fonnación del ATP en el sector F 1 a partir de los sustratos ADP y Pi. en ausencia del 

gradiente electroquímico de protones. la enzima ATPsintasa y en presencia de ATP se lleva a cabo la 

hidrólisis del nucleótido, que produce ADP y Pi. esta reacción es acompañada por la expulsión vectorial de 

tt•. este proceso puede estar acoplado a la translocación vectorial transmembranal de los cationes como: 

K•. Na• y Ca2
• (Hatefi. 1985). 

CONDICIONES PARA LA SÍNTESIS E HIDRÓLISIS DEL ATP 

Para la síntesis de ATP es necesario considerar. además del gradiente electroquímico. las 

características cataliticas de la enzima como son: el requerimiento de energía de disociación del A TP en el 

sitio de alta afinidad en la F 1• durante la síntesis en condiciones de fosforilación oxidativa. Este sitio 

catalítico de alta afinidad tiene una constante de afinidad ("1 o Km) de lff 12 M y una ciné:tica de 

cooperatividad entre los sitios catalíticos durante la hidrólisis del ATP. tanto en ta forma de enzima soluble 

{Cross et al .• 1982). como en la unida a la membrana. y uno de los tres sitios que unen ATP con una alta 

afinidad es dependiente de la energía de disociación del ATP to cual suguiere sitios catalíticos heterogéneos 

(Pcnefsky~ 1985). Durante ta síntesis es necesario la cncrgización de la membrana para que Cstn ocurra 

espontáneamente en los sitios catalíticos (Cross et al .• 1982). 

Las características de disociación del ATP dependiente de la energía en el sitio catalítico de alta 

afinidad en la enzima unida a la membrana. muestran que el flujo de protones es el responsable de In 

disociación del nucleótido. Pero la velocidad de disociación es grande cuando ambos sustratos oxidahlcs (Pi 

y ADP) están presentes. esto cs. bajo condiciones de fosforilación oxidativa. Esto sugiere que los dos 

factores que contribuyen en la disociación y producción del ATP. en el sitio catalítico de alta afinidad. son: 

1) la energía del tlujo de protones a través de la membrana y 2) la facilidad para liberar el ATP unido al 

sitio catalítico de alta afinidad. al fijar ADP y Pi en la subunidad contigua (Pencfsky y Cross. 1991 ). 

Dentro del proceso quimiosmótico es necesario considerar la utilización de cnergia de unión de 

nucleótidos y el proceso de acoplamiento para la conducción vectorial de los protones en la sintcsis de 

ATP. Asila energía de interacción de la unión de sustratos y productos es igual al cambio de cnergia libre 

de Gibbs. entre la catálisis en solución y en el sitio catalítico. La energía de fijación es utilizada en fonnar 
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el complejo enzima-sustrato (ES) con una energía de Gibbs suficientemente alt~ la cual permite que el 

estado de transición sea fácilmente alcanzado y ocurra una aceleración en Ja velocidad de catálisis (Jenchs, 

1975). 

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

química de la enzima para la catálisis y 2) la especificidad vectorial para In unión y la disociación del ATP, 

ADP y Pi, que es dif'crentc en cada estado. 

En la catálisis, ya sea en la sintesis e hidrólisis de ATP por la ATPsintasa de mitocondrias o de 

cloroplnstos, se presentan diferentes fonnas de unión y disociación. El complejo F 0 -F 1 presenta una fonna 

estructural cuando se encuentran unidos los sustratos ADP y Pi. Ja cual es capaz de interactuar con Jos 

protones del otro lado de la membrana y translocarlos. El punto principal es la exposición alterna del sitio 

de unión del protón y los dos diferentes sentidos de conducción de la membrana y la interconversión entre 

dos estados de Ja enzima que difieren en la especificidad de unión y disociación dcJ ADP. Pi y ATP durante 

Ja catálisis (Penefsky y Cross. J 991) 

ESTRUCTURA DE LA ENZIMA ATPSINTASA MITOCONDRJAL DE BOVINO 

La enzima está compuesta por los complejos F0-F 1 y los primeros datos aproximados de la 

estructura global del complejo F0 -F 1 fueron proporcionados por estudios de microscopía electrónica (Tiedge 

eral .• 1983) y difracción de rayos X (Bianchct et al .• 1991). a través de los cuales fue posible observar 

inicialmente Ja estructura cuaternaria, así como la asimetría y el arreglo estructural de lac¡ subunidades, n 

una rcsolucion de 6.8 A (Abraharns et al .• 1993) y posterionnente la forma ortorrómbica que presenta la 

proteína en su estructura cristalina a 2.9 A (Lutter et al.. 1993). La enzima de bacteria. cloroplasto y 

mitocondria presenta dos regiones que pueden separarse. el complejo F0 y el complejo F 1, (Tabla 1). 

El complejo Fo se caractcri7..a por ser la región polipcptidica hidrofóbica integral de membrana cuyo 

peso molecular es de 150.5 kOa constituido por varia."' subunidades y es el encargado de la trunslocación de 

protones. el cual se une a través de un cuello de aproximadamente 45 A al complejo F 1 • 

El complejo F 1 es lu región pcrifCrica. globular, hidrofilica y soluble. cuyo diámetro se encuentra 

entre 90 a 100 A, con un peso molecular del orden de 380 kDa. y cstú. constituido por varias subunidadcs 

asimétricas (a.3 • fJ3 • y. {j y e ). en donde se lleva a cabo la reacción de síntesis e hidrólisis del ATP. La 

disposición de las 3 subunidades a y las 3 subunidadcs f3 es hexagonal, y se encuentran intercaladas; en la 

región central se localizan las subunidadcs y, ó y e (\Valkcr l.'t al .• J 991; Abraharns et al .• 1994). 
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Tabla l. Equivalencia de subunidadcs en ATPsintasas de bac1cria. cloroplastos y mitocondria de bovino 
(Tomada de Walkcretal .• 1991). 

ESTRUCTURA V FUNCION DE LAS SUBUNIDADES DE LA ATPSINTASA 

COMPLEJO F 0 

El sector translocador de protones (H+ -F0 ). de Ja F 0 -F 1 ATPsintasa mitocondrial está constituido por 

los siguientes componentes: una subunidad a. 2 subunidadcs b y de 6 a J 2 subunidades c. además de una 

subunidad d. una subunidad A6L y 2 subunidadcs que fonnan parte del cuello. una subunidad F 6 y la 

subunidad OSCP. 

Subunidad a 

La subunidad a de E co/i tiene una masa molecular de 30.3 kOa y, cinco de Jos siete segmentos que 

la constiluycn son posiblemente a hcliccs. que forman un poro en Ja membrana. Topológicamentc estas 

hélices se encuentran embebidas en la membrana al estar confonnadas de aminoácidos hidrofObicos. por 

csla razón no han sido accesibles al ataque con enzimas prolcolíticas. Los estudios con mutantes indican 

que Ja región entre el residuo 1 1 J y el grupo carboxilo de la subunidad a es Ja que se une con el sector F 1 • 

De acuerdo a Jo que indican estudios gcnCticos y de reconstitución Ja enzima a es requerida junto con las 

subunidades by e para fonnar el segmento Fo f'uncional (Futai et al .• 1989). 
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La subunidad b. de acuerdo a los estudios en E coli,. presenta una masa molecular de 17.2 lcDa. La 

región amino terminal de la enzima es hidrofóbica y se encuentra embebida en la membran~ además,. 

presenta dos dominios helicoidales hidrofllicos que se localizan en el citoplasma. Al emplearse proteasas 

contra esta subunidad no se modificó la penneabilidad a H+ en el sector F0 ,. pero si se afectó la unión con la 

F 1• Se ha demostrado que la región carboxilo-tcnninal de esta subiunidad es necesaria para la función y 

fonnación del canal F0 (Futai et al .• 1989). 

SubMftidad c. 

La subunidad e es una proteína membrana) con una masa molecular de 8 kDa según datos obtenidos 

de estudios en E coli. su conformación se ve altamente influenciada por los fosfolipidos. Presenta una 

estructura oligomerica compuesta de 6 a 12 copias. Al combinar estudios de genética y modificaciones 

químicas se ha propuesto un modelo de horquilla donde de manera antiparalela las dos a hclices se 

acomodan perpendicularmente al plano de la membrana y p~esentan un asa hidrofilica que comprende a los 

residuos 41 al 50, a los que probablemente corresponda la región de union con la F 1 • En la región carboxilo 

terminal se localiza un aminoácido esencial para la conducción del protón (el Asp-61, o bien, el Glu-61 en 

otros organismos) debido a que al interaccionar el N.N-dicicloexil carbodiimida (DCCD) con este 

aminoácido de una de las subunidades e, es suficiente para ihnibir Ja conducción de protones (Fillingame. 

1992). Esta subunidad mantiene homología con la subunidad e de bacteria. que es esencial para la 

condución del protón (Fillingame, J 980; Futai el al ... 1989). 

Re11ión OSCP 

Lu región OSCP nombrada así por ser la proteína que presenta sensibilidad al compuesto 

oligomicina y que al igual que la subunidad F 6 , juega un papel funcional en el acoplamiento del complejo 

F 0 -F 1 ATPsintasa. La subunidad OSCP presenta homología con la subunidad li de bacteria cuyn función es 

unir F0 a F 1 (Guerrieri el al. .. 1991; Walkcr el al ... 1991 ). 

Proleina A6L 

La protcina A6L es producida por el genoma mitocondrial y es requerida durante el ensamblaje del 

complejo F 0-F 1• Se ha propuesto que esta subunidad tiene homología con una pequeña proteína hidrofóbica 

llamada aap 1. que presenta la función de ensamblaje en Ja ATPasa mitoeondrial de levadura (Walkcr et al ... 

J99J). 
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COMPLEJO F 1 

El sector MF 1 tiene una masa molecular de 371,000 y consiste de cinco diferentes tipos de 

subunidades y su cstequiornetria es: a.3 , p3 , y, O. y&, cuyos pesos moleculares son de 54, 50, 33, 17.S. y 5.7 

kOa respectivamente. En este complejo se localizan los sitios de unión de los sustratos ATP, ADP y Pi 

inorgánico. Además de las cinco subunidadcs estructurales de la F 1 , se le relaciona por interaccionar con la 

subunidad p, al polipéptido que corrrespondc a la proteína inhibidora cuyo peso molecular es de 9.58 kDa 

(Penefsky. 1979; Cross et a/., 1982 y Schwerzmann y Pcdcrsen, 1986). 

Subunidades a 

Las tres subunidadcs a presentan una homología del 20o/o con la secuencia de aminoácidos de las 

subunidades p, incluso el asa P de unión con el nucleótido. {Abrahams et al .• 1994). Por medio de 

modificaciones químicas se determinó su importancia funcional {Nalin et al.. 1985) y su asimetria 

estructural (Falson et al .• 1986). El papel regulador de la subunidad a. se dctenninó con la utilización del 

anticuerpo monoclonal 783 anti-subunidad a.. con el que se observó una disminución del 75o/o en la 

actividad hidrotitica de ATP. debido a la modificación del sitio de intcración con el sustrato en el sitio 

catalitico en la subunidad p. no sucedió así durante la hidrólisis del lTP. lo que sugirio el papel regulador de 

la subunidad a. {Moradi-Ameli et al ... 1989). Con la utilización de sustratos análogos se localizó en esta 

subunidad, un sitio de alta afinidad para unir al nucleótido ATP o ADP {Dunn y Futai. 1980). esta 

interacción de la subunidad a. con el sustrato provoca un cambio conf"ormacional en la enzima {Dunn. 

1980). En esta subunidad se localizan dos sitios que no intercambian al metal {Mg2
•• Mn2

+ y Co2 *> 
independientemente del nucleótido {Smith et al .• 1985). 

Subunillade.o,; Jl 
Las tres subunidadcs p se disponen alternadamente con las tres subunidades a.. Estas subunidadcs f\ 

son esenciales cinéticarncnte por contener a los sitios catalicos (Khananshvili y Gr-omet-Elhanan. 1985). 

además de ser las más conservadas y factibles para la reali;,.ación de hib.-idos entre diferentes especies 

{Walkcr et al .• 1984). En estas subunidades se localiza el sitio de unión de la proteína inhibidora (Klein et 

al .• 1980; Beltrán et al .• 1984) en la región que comprende a los aminoácidos Asp~Glu-Lcu-Ser-Glu-Glu­

Asp (ver código de aminoácidos) del 394 al 400 (Abrahams et al .• 1994). 

En el asa P de esta subunidad se encuentra la secuencia Gly-X-X-X-X-Gly-Lys-Thr/Ser {ver código 

de aminoácidos). que es muy importante para la unión de los fosfatos del ATP. Esta misma secuencia se 
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encuentra muy conservada en otras proteínas que unen nucleótidos como son la adenilato cinas~ Rcc A, el 

factor de alargamiento Tu y el factor de transdución a. (Abrahams et al .• 1994). 

s,,b,,,,últld y 

La subunidad y es indispensable para el ensamblaje de las demás subunidades. pues se ha 

observado, que en ausencia de ésta no se da el arreglo correcto entre las subunidades a y p (Kanazawa et 

al .• 1983). debido a que se localiza en la cavidad central interna fonnada entre las subunidades a y p 
(Abrahruns et al .• 1994). Por medio de los estudios de entrecruzamiento se ha demostrado que la subunidad 

y interacciona muy estrechamente con las subunidades P. 8 y E. En experimentos realizados en E coli se 

demostró que la combinación mínima de subunidades para obtener actividad hidrolitica máxima es: a.3 f3 3 y 

y (Futa et al .• 1977; Yoshida e/ al .• 1977; Kagawa y Nukiwa. 1981 ). La interacción amino/carboxilo de la 

subunidad y con la subunidad f3 respectivamente. es esencial para el acoplamiento de la energía entre Ja 

catálisis y el tranporte de H\ de acuerdo con los estudios realizados con una mutación puntual en la y Met-

23 por una Lys o Arg que produce Ja total inhibición de la enzima (Futai et al .• 1994). 

S•b•nidades O y e 

De las subunidadcs 8 y E su función se han propuesto como estructurales debido a la equivalencia de 

la subunidad li mitocondrial con la subunidad E de E co/i y de cloroplasto (Kimuru et al .• 1989) y que se 

sabe descmpeiia el papel de anclaje de las subunidades a.3 • PJ y y al sector F 0 (Futai et al .• 1974, Kagawa et 

al.. 1976). Aunque Ja subunidad e mitocondrial no presenta ninguna similitud en cloroplastos ni en 

bacterias. si produce inhibición de la hidrólisis (Walker et al .• 1991 ). 

Protelna inl1ibidora 

La proteína inhibidora (PI) es un polipéptido de 9.57 kDa y fue purificado de mitocondrins de 

bovino por Pullman y Monroy en 1963. Consta de 84 aminoácidos y presenta un canº1ctcr hidrofóbico. 

debido a su alta composición de aminoácidos con residuos neutros e hidrofóbicos (Frangionc et al .• 1981 ). 

Su función es la de regular la dircccionalidad catalítica de Ja enzima al inhibir la hidrólisis. así como la de 

favorecer la síntesis del ATP y las reacciones parciales en los sitios catalíticos (Gómcz-Puyou et al., 1979; 

Tucna et al .• 1983). La cstcquiomctria Pl/F 1 es de uno (\Vong et al.. 1982). Por medio del entrccru7.amiento 

se ha visto que la proteína interacciona con la secuencia de aminoácidos Asp-Glu-Lcu-Scr-Glu-Glu-Asp 

(ver código de aminoácidos) del 394 al 459 del extremo cnrboxilo terminal de una de las tres subunidades J3 
(Jackson y Harris. 1988; Abrahruns et al., 1994). Dentro de esta región de la subunidad Jl se localiza la 
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secuencia de aminoácidos (394 a 400) localizada por la fijación de la mostaza de quinacrina (Kasho et al .• 

l 993) y por otro lado. esta secuencia también interacciona con inhibidorcs antipáticos igual que la PI. por 

lo que es muy posible que sea el sitio de unión de la PI en la enzima. 

Se ha visto que el empicar los sustratos A TP e ITP en la hidrólisis se presenta una inhibición no 

competitiva con la mostaza de quinacrina en la enzima F 1 soluble (Penefsky y Cross. 199 t ). Esta inhibición 

se presenta también en E co/i en donde éste papel inhibitorio lo desempeña la subunidad e (Dreyfus y Satrc. 

1984). 

La inhibición de la actividad hidrolitica de la F 1-ATPasa de mitocondria por la PI rcquic..-e de un pH 

aproximado a 6. 7. Probablemente durante el ciclo catalítico, la PI interacciona con el intcnnediario 

ATPasa-ADP (Gómcz-Puyou et al .. 1979). El sitio de unión de la PI la enzima membrana! se encuentra 

preservado en la F 1 soluble (Klcin et al .. t 980). Existen estudios donde se demuestra que la PI no se une al 

sitio catalítico de In enzima (Slatcr et al.. 1979; Amzel y Pedcrsen. 1983) aunque si presenta un 

comportamiento no competitivo con respecto al sustrato catalítico Mg-ATP (Schwerz.mann. 1986). Por 

medio de estudios de la inhibición de la enzima por la PI, a lo largo del perfil de pH. se observó el mñximo 

de inhibición a pH 6.0 con un efecto muy bajo en la inhibición cuando la enzima se encuentra a pH 8.0 

(Pullman y Monroy. 1963). Mediante estudios de dicroísmo circular se vio que la enzima a pH 6.5 no se 

encuentra en una estructura a.-helicc. sino en un 63% de hojas ºP''. mientras que a pH 8.0 la estructura 

predominante es la a.-helice con un 56°/o y un 3o/a de hojas .. W'. y algunas ... p .. plegadas junto con 

estructuras .. enroscadasº no detcnninadas (Sah et al .. 1993). 

En contraste Pcderscn en 1996, determinó que la región inhibitoria de la PI consta de 24 

aminoácidos importantes coniprendidn desde la Phc-22 a la Leu-45, y analizó la relación entre la estructura 

y su función .. así como la importancia del pH sobre algunas de las histidinas en la regulación de Ja enzima 

soluble y propuso el siguiente modelo: 1) la estructura de la región inhibitoria de la PI no es importante 

para su fünción inhibitoria,. 2) el pH básico enmascara In rcgion donde intcractua la PI en la F 1 y 3) la 

rcdución del pl-t disminuye la interacción entre las a. heliccs inhibidor..is y las reguladoras. de la PI a la 

enzima .. y presenta un desdoblamiento en esta región. Al esclarecer la región inhibitoria. se observa a pH 

bajo la unión de In PI a la enzima (Lcbowitz y Pcdcrscn. 1996). En este mismo año se detecto la 

dependencia de la histidina 49 al pH y se explica. como la modificación de la carga que presenta este 

aminoácido a lo largo del pH .. la cual propicia la transición entre una conformación activa y otra inactiva. 

por lo que se le ha considerado como estabilizador entre ambas confonnacioncs (Schnizcr et al .• 1996). 
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SITIOS DE UNIÓN DE NUCLEÓTIDOS 

La utilización de nucleótidos y análogos radiactivos pennitió el conocimiento de propiedades de la 

enzima. como la cooperatividad de los sitios catalíticos (Grubmcycr y Pcnefsky. 1981; Cross y Nalin. 

1982). la localización de algunos aminoácidos involucrados en la catálisis (Bullough et al., 1986 a y b). Ja 

asimetría de los seis sitios de unión para el sustrato (Kironde y Cross. t 987) y la heterogeneidad funcional 

de los sitios catalíticos en Ja MF 1 (Bullough et al., 1987). 

Gracias a estos análogos y a otros inhibidores como el DCCD (Pougcois et al.. 1979) y el Nbf-CI 

(Di Pietro et al., 1980) los residuos esenciales para la catálisis han sido marcados e identificados en la 

secuencia primaria en varios tipos de F 1-ATPasa y los datos indican que se localizan en la subunidad fl. De 

acuerdo a la secuencia de aminoácidos de la subunidad p de la MF 1 se observó lo sigucntc: la Tyr-311 se 

marcó durante la inactivación de la MF 1 ATPasa con [ 14C] Nbf-Cl (Fcrguson et al., 1975). La Lys-162 se 

marcó con el grupo ( 14C] Nbf-Cl por la migración del residuo [ 14C] Nbf-0-Tyr en la MF 1 y en la TF 1 

ATPasa bajo condiciones alcalinas (Sutton y Fcrguson. 1985). El Glu-188 se marcó durante la inactivación 

de la TF1 ATPasa con ( 14C]DCCD. el Glu-199 también fue marcado durante la inactivación de la MF 1 y 

EF1 ATPasa con [ 14C]DCCD y la Arg-295, marcada durante su inactivación de la CF 1 ATPasa por el [ 14C] 

fenilglioxal (Allison et al., l 986). La Tyr-368 y Ja His-427 se marcaron durante la inactivación de la MF 1 

con FSBA y la Tyr-345 fue marcada con FSBI (Bulloug et al., 1988) 

La MF1 de bovino y la BF1 de E.co/i tienen seis sitios de unión para el nucleótido Mg2+-ATP. 

Cuando la MF 1 se coloca en un amortiguador que contiene Mg2 + a un pH entre 7 .5 y 8. sólo tres de los seis 

sitios cambian rápidamente el nuclcótido unido a la enzima por uno del medio. Las evidencias indican que 

en la enzima existen dos tipos de sitios de unión de nucleótidos. De los cuales mínimo dos y qui7..ñs tres 

llevan a cabo la reacción de catálisis del nuclcótido a los que se les conocen como sitios catalíticos de la 

enzima y se les localiza uno en cada una de las subunidades p. Los tres sitios que no hidrolizan al 

nuclcótido unido y no lo liberan fiicilmcnte durante la hidrólisis o la síntesis. se les conocen como sitios 

reguladores localizndos en In interfase de las subunidndcs a.IJ'l ( Bullough et al.. 1988). Además existe 

asimetría en los sitios catalíticos (Cross 1981, Cross y Nnlin. 1982, Cross et al., l 987; Schuster et al .. 1975; 

Wisc et al., 1983, Wisc y Senior. l 985) y una cooperatividad negativa de fijación observada durante la 

hidrólisis del ATP (Edcl et al., 1993). 

Los sitios catalíticos son capaces de hidrolizar GTP (Baubichon et al.: 1981) o ITP (Schuster et al .. 

1975) presentan una inhibición no competitiva (Ebel y Lardy. 1975). En los sitios catalíticos existe una 

coopcratividad positiva de hidrólisis entre las subunidndt:s catalíticas de In enzima (Grubmcycr y Penefsky. 
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1981. Gresser et al .• J 982)). En los sitios reguladores se puede manif"estar como una inhibición uhisteréticaº 

(tiempo lag que muestra la enzima durante Ja reacción para iniciar la catálisis) a la entrada del ADP en 

dichos sitios (Baubichon et al .• 1981, Di Pictro et al., 1981, Fellous e/ al .. J 984) ya que presenta una alta 

especificidad por los nuclcólidos de adcnina (Schuste et al .. 1975, Esch y Allison, 1978), no es así para 

otros nucleólidos difosfato o trifostato, se ha observado que el IDP no afecta la actividad hidrolitica de la 

enzima (Vasilyeva., et al.. 1982). Con Ja utilización de análogos y sustratos radiactivos ha sido posible 

detcnninar en la enzima Ja unión del ATP con Ja subunidad ex., Jo que no sucede cuando se empican 

análogos como el GTP o ITP que sólo interaccionan con Jos sitios catalíticos en la subunidad fJ por Jo que 

se les conoce como no catalíticos (Peri in et al., J 984). Al utilizar análogos fluorescentes y de unión 

covalentc como el FSBA y el FSBI fue posible marcar Jos sitios de interacción de la adcnina en Ja fl-Tyr-

368 del sitio regulador y la p-His-427 del sitio catalítico con FSBA y al empicar el FSBJ se marcó la fJ-Tyr-

345 el residuo al que se une Ja inosina en d sitio catalítico (Bullough y Allison, 1986 a y b). Estas 

detcnninaciones se realizaron a diferentes valores de pH en Ja enzima purificada (BulJough et al .• 1987 y 

1988; Cross et al., 1987) con Ja ocupación de los sitios catalíticos por ATP o JTP y los sitios reguladores 

solo fueron ocupados por A TP. 

Con estos análogos se encontraron diferencias en los resultados. Al utilizar FSBA se requieren de 3 

moles por enzima para inhibida completamente (Bulloug y Allison, 1986 a), o bien, al ocupar uno de los 

tres sitios catalíticos, o dos reguladores (Cross e/ al .. !987) y, con FSBI se requirió de 0.8 moles por enzima 

para inhibirla completamente (Bulloug y Allison. 1986 b). Cuando se utilizó el 2-azido-ADP como análogo 

del ADP, se requirió de la modificación de dos sitios por MF 1 para conseguir una inactivación compleru de 

la enzima (Cross et al., J 987). 

EFECTO DEL pll EN LAS ENZIMAS 

Los efectos cinéticos observados por la variacion en la concentración de iones hidrógeno, son 

similares a los efectos presentados por los activadorcs e inhibidores. y Jos métodos cinéticos como téoricos 
+ 

pueden ser aplicados en ambos sistemas. La escala logarítmica de la concentración de H (pH) es utilizada 

para la medición de la concentración de iones hidrngcno. LoS efectos del tra1umiento a diferentes 

conccntrucioncs del ion hidrógeno aportan infonnación valiosa acerca de los mecanismos cinéticos a que 

obedecen las enzimas: al tomar en cuenta las constantes de ionización de los aminoácidos que participan se 

puede intentar localizar los grupos específicos que intervienen en la reacción catalítica. 

17 



Aunque las enzimas contienen muchos gnapos que son ionizables. la variación en la velocidad 

inicial. a lo largo de un perfil de pH. puede sugerir los grupos que son esenciales para la catálisis. por 

ejemplo, si encontramos un comportamiento en campana (Fig. 6) esto se interpreta como la presencia de 

dos grupos ionizables en la enzima. Aunque esta interpretación es muy simple. pennite localizar los grupos 

ionizables y prefcrencialmcnte la fonna iónica activa. se presenta primero una protonación y después del 

pH óptimo una desprotonación de la especie que participa. esto se ha detectado al medir la actividad 

catalitica. La ionización de otros grupos con valol"CS de pH muy lejos del óptimo. no pueden ser detectados 

debido a que sólo se observa el efecto en el equilibrio, y las formas activas de la enzima. En este modelo la 

enzima puede ser considerada como un ácido dibásico. 

Es importante mencionar que cada punto de inflexión que presente la curva se considera como el 

valor del pH al cual el aminoá.cido de que se trate se encuentra ionizado. ya sea prolonado o dcsprotonado. 

de acuerdo al intervalo de pH en el que sea observado. y al que se le conoce como pKa. al valor máximo 

alcanzado se le conoce como pH óptimo (Fersht. 1985). 

Vmax/ 

Km 

pH 

Figura 6. Rcpn:~scntación esquemática del modelo de campana para una enzima con comportamiento 
dibásico (Segel. 1975). 

EFECTO DEL. pH SOBRE L.A CATÁLISIS 

Para el caso de la F 1 el efecto inhibitorio sobre la hidrólisis de los unálogos como el FSBA y el 

FBSI pcnnitió la identificación de los aminoácidos que participan en la catúlisis. al observar la presencia de 

tres valol"Cs de pK S.S. 7 .6 y 8.2. Con la unión covalente de Jos análogos se logró la locali7..ación de los 

aminoácidos de las subunidadcs. de lo que se concluyó que. la subunidad p contiene dos sitios de unión 

para la adenina. uno se encuentra sólo en la subunidad p y el otro se encuentra en la interf"asc de tas 
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subunidades a.1p. Allison et al .• en 1986 proponen la posibilidad de que la subunidad p contenga un 

dominio para el sitio catalltico y otro para el sitio regulador dado que el análogo de inosina (FSBI) no 

presenta interacción con los sitios reguladores a ningún valor de pH al compararlo con el análogo de 

adenina (FSBA) en la enzima soluble que si se une en la subunidad p y en la intcrf'ase de las subunidades 

a!Jl. Posteriomentc los resultados obtenidos por cristalografia probaron estas observaciones (Abrahams el 

al .• 1994). 

11 ANTECEDENTES 

De acuerdo a lo mencionado sabemos que durante el proceso de hidrólisis del ATP por la 

ATPsintasa intervienen dos reguladores importantes que son: 1) la presencia de nucléotidos en los sitios 

reguladores y catalíticos. yn sea ATP o ADP y 2) la regulación por la presencia de la proteína inhibidora 

(Gómez-Puyou el al .• 1979 y Tu en a et al .• 1983 ). 

Con respecto a los nucléotidos sabernos que dul"ante la hidl"ólisis del ATP se pueden ocupar tanto 

sitios catalíticos como rcgulado1"es. ya sea ocupando los 3 sitios cataliticos y/o darse el recambio en los 

sitios regulado1"es. En cambio en la hidrólisis de ITP. este nucléotido sólo puede ocupar sitios catalíticos y 

no existe el recambio como con el ATP o ADP existente en los sitios 1"egulado1"es (Schustcr et al .. 1976). 

Esto último se compl"obó al empicar el FSBI como análogo del ITP y observar que sólo se unía a los sitios 

catalíticos (Bullough y Allison. 1986 b). 

Ln pl"cscncia de la proteína inhibidora cambia la afinidad por el sustrato en uno de los tres sitios 

1"cguJado1"cs de unión f'ucrtc a laxa. mientras que en otl"O el nuclcótido queda fijo y se inhibe el l"ccambio de 

nuclcótidos en los sitios catalíticos (Drcyfus et al .• J 981; Beltrán et al .• 1984 ). Asi se entiende como el 

l"Ccambio a la cntl"ada y salida del nuclcótido sin que se lleve a cabo la catálisis. La PI inhibe la hidl"ólisis al 

impedir la salida del ADP del sitio catalítico (Tuena et uf.~ 1980). 

Como ambos l"eguladorcs están estl"ictamcntc 1"clacionados. un sisten1a que permita disecar el papel 

de cada uno por separado. seda de utilidad para poder entender mejol" el mecanismo de la regulación. 
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111 OBJETIVOS 

OB.IETIVO GENERAL 

Comparar la hidrólisis de los sustratos ATP e ITP en partículas submitocondriales de corazón de 

bovino. en presencia y ausencia del i'1hibidor natural de la enzima (PI). para poder estudiar las dos 

faentes reguladoras de la cinética enzimática de la ATPsintasa: la proteína inlribidora y la ocupación de 

nucleótidos en los sitios reguladores. 

OB.IETlVOS PARTICULARES 

l . Conocer la conducta cinética de la enzima mcmbranal al hidroliza.r ATP. en la que hay recambio 

de nuclcótidos en los sitios reguladores. con la hidrólisis del ITP que no provoca recambio. 

2. Comparar esta conducta cinética en partículas submitocondriales con o sin la presencia de la 

proteína inhibidora. 

3. Comparar el comportamiento de las partículas submitocondriales de corazón de bovino en 

presencia o ausencia de la proteína inhibidora con ambos sustratos ATP e ITP con respecto a lo 

observado por Bullough et al. en 1988. para Ja MF1 soluble a lo largo del perfil de pH. 

IV MATERIALES Y MÉTODOS 

PREPARACIÓN DE MATERIAL BIOLÓGICO 

OBTENCIÓN DE MITOCONDRIAS DE CORAZÓN DE RES 

La técnica para la obtención de mitocond..-ias de corazón de res es la descrita por Low y Valin en 

1963. la cual consiste en romper el tejido por medios n1ecánicos y separar las mitocondrias por 

centrifugación diferencial a una temperatura constante de 4"C durante todo el proceso. 

Se partió de seis corazones de res frescos mantenidos en hielo y disecados en un cuarto frío en 

pedazos pequeños (2 a 4 cm de ancho). limpios de tejido conectivo. coágulos y gras~ y fueron molidos en 
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un molino para carne. Cada 750 gramos de carne molida se ..-csuspcndieron en un volumen final de 3 lt de 

solución amoniguadora que contenía sacarosa 250 mM, 15 mM de EDTA, 5 rn M tris-NaOH a pH 7.4, y se 

reajustó el pH del molido a 7 .4 con tris saturado. La solución se homogcnizó durante minuto y medio por 

cada 3 litros a una velocidad media en una licuadora .. Waring Blcndor .. comercial. Al homogenizado se le 

reajustó el pH a 7.4 con tris saturado y se colocó en botellas de 500 mi de capacidad y se centrifugó en el 

rotor JA-1 O a 2,500 nnp durante 1 O minutos a 4°C, para separar células enteras y núcleos. El sobrcnadante 

se decantó y filtró a través de 3 capas de gasa en un matraz Erlcnmeyer de 5 lt, en baño de hielo. 

desechando el precipitado. El filtrado se colocó en botellas de 250 mi y se centrifugó n 10,000 'TJffi durante 

JO minutos en el rotor JA-14. Del centrifugado se desc..-chó el sobrcnadante y en el precipitado obtenido se 

encuentran las 111itocondrias. Éstas se rcsuspendieron en un volumen de 500 mi por Kg de carne molida en 

una solución amortiguadora que contenía sacarosa 250 mM, 5 mM tris-NaOH a pH 7.4. La suspensión se 

centrif'Ugó a 2,000 rprn durante 10 minutos en el rotor JA-14. Se decantó el sobrenadantc, y se descartó el 

precipitado blanco rojizo que contiene miosina. Utilizando vasos limpios se centrifugó el sobrcnadante a 

10,000 rpm durante 15 minutos. Se decantó cuidadosamente el sobrcnadante para no eliminar el 

precipitado. De este precipitado la cupa superior poco compacta son las mitocondrias llamadas "ligeras" por 

tener perforaciones en sus membranas y. Ja pastilla compacta y fuertemente adherida al fondo de la botella. 

de color más obscuro. son las rnitocondrias conocida.o;¡ como "pesadas". las cuales tienen sus membranas 

intactas. Para obtener las mitocondrias ligeras se agitó el contenido de la botella. se decantó y se lavó el 

precipitado restante con un poco de sacarosa 250 mM. se homogenizaron y almacenaron en alicuotas de 20 

mi a -70 ºC. Las mitocondrias pesadas se rcsuspcndierón en un mínimo de sacaros¡1 250 n1M pi 1 7.4. con 

ayuda de un pincel. sin fonnar burbujas. y se homogeni7.aron en un pottcr. El homogenizado se nlmuccnó 

en alicuotas de 5 a 10 mi a -70 ºC. Estas mitocondrias pueden ser usadas inmediatamente pero~ si van a ser 

almncenadas conviene que se encuentren muy concentradas (60 a 80 n1g/ml). A cada tipo de mitocondrias 

se le midió la concentrución de proteína con el método de Biurct (Fig. 7). 

PREPARACIÓN DE PARTÍCULAS SUDMITOCONDRIALES Mg2.ATP 

El método que se utilizó fue el descrito por Lec y Emester en 1967. el cual consiste en el 

rompimiento por sonicación de las mitocondrias diluidas en un medio neutro que contiene Mg2 +-ATP. Se 

obtienen unas partículas submitocondrialcs con un alto grado de acoplamiento y una actividad hidrolítica 

para el ATP muy baja de 0.2 a 0.5 µmol x min· 1 x mg· 1 debido a su alto contenido de proteína inhibidora. 
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Las rnitocondrias fueron descongeladas lcntwncntc. Todos los pasos se realizaron a 4°C. Las 

mitocondrias se diluyeron a 20 rnglml con sacarosa 250 mM. 6 mM de ATP y 6 mM de Mg2+. Se ajustó el 

pH entre 6.9 y 7.1 con NaOH 10 N. Este paso debe ser lo más rápido posible. Se sonicaron 15 mi de la 

suspensión de mitocondrias en intervalos de 1 O segundos, para evitar la elevación de la tcmpcratur~ hasta 

completar un minuto. siempre se mantuvo el vaso del sonicador en baño de hielo. Se centrifugó el sonicado 

a 12.000 rpm durante 15 minutos en el rotor JA-20. Del sonicado se removió el sobrcnadantc y se 

centrifugó a 45 krprn durante 35 minutos en el rotor 60 Ti. En el precipitado se encuentran la.e; partículas 

submitocondriales y fueron resuspendidas en sacarosa 250 mM para lavarlas y nuevamente centrifugadas u 

45 K rpm durante 35 minutos en el rotor 60 Ti. El sobrcnadantc se desecha y se repitió el lavado del pcllct 

con sacarosa 250 mM y la centrifugación a 45 krpm durante 35 minutos en el rotor 60 Ti. El precipitado se 

rcsuspcndió en el menor volumen posible con sacarosa 250 mM mediante un pincel para evitar In 

formación de burbujas y asegurarse de que queden muy concentradas (40 a 60 mg/rnl). Se guardaron en 

alícuotas entre 20 y 100 µ1 para evitar ciclos de descongelainiento que dañan las propiedades de las 

particulas. La medición de proteína se determinó por el método de Lowry (Fig. 8). 

ACTIVACIÓN DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES 

La activación de las partículas submitocondrialcs (sin PI) consiste en la eliminación de la proteína 

inhibidora (PI) en la enzima.. la cual se realizó diluyendo las partículas submitocondriales controladas (con 

PI) a una concentración de 2 mg/ml en KCI 0.1 M. sacarosa 200 mM y Tris/S04 0.5 M. Se incubaron a una 

temperatura de 38ºC. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (durante 3 a 5 horas) con volúmenes 

decrecientes de la mezcla de activación .. o bien. se fueron diluyendo las muestras con sacarosa 200 rnM y se 

les midió la actividad a 340 nm en una celda de plástico en el espectrofotómetro Bcckrnan 35. Las 1nucstnlS 

se miden en un mililitro de la mezcla de reacción para medir la actividad hidrolitica. La mezcla para medir 

la actividad a pH 8.0 en un volumen final de un 1 mi. contiene: ATP 300 mM. fosfocnol piruvato (PEP) 30 

mM. nicotinamida adenina dinuclcótido (NADH) 30 mM. 4 unidades de las enzimas piruvato cinasa. (P.K.) 

y lactato deshidrogcnasa (D.L.1-1.). rotcnona 1 mM y carbonilcianuro-p-trifluoron1etoxifenil hidraxona 

(FCCP) 1 mM. (F;g. 9) 
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PURIFICACIÓN DE MITOCONDRIAS Ma2•ATP 

DISECAR CORAZONES EN PEDAZOS DE 2 A 4 cm 

• MOLER LA CARNE Y RESUSPENDER 750 g AFORANDO A 3 lt 

AJUSTAR EL pH A+7.4 (con tris saturado) .. 
HOMOGENIZAR (minu10 y medio) • CENTRIFUGAR (2.500 rpm. 1 O minutos ) 

,,,,,,_- ----DECANTAR Y FILTRAR EL SOBRENADANTE DESECHAR EL PRECIPITADO .. 
CENTRIFUGAR (2.500 rpm. JO minutos) 

j ------DESECHAR EL SOBRENADANTE RESUSPENDER EL PRECIPITADO 
(en sacam•• 1º Mm, S Mm TRIS-NaOH, pll 7.4) 

CENTIFUGAR ( 2.000 rpm, IO minu1os) ---CENTRIFUGAR EL SOBRENADANTE DESECllAR EL PRECIPITADO 

(I0,0001m, 15m~ 

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

llOMOGENIZAR AMBOS TIPOS DE MITOCONDRIAS V 

GUARDAR LAS ~LICUOTAS ( ·70ºCJ 

F•11ura 7 -Diagrama de purificación de mitocondrias de corazón de bovino todo a 4ºC. 
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PREPARACIÓN DE PARTiCULAS SUBMITOCONDRIALES Ma2+ATP CONTROLADAS 

DESCONGELACIÓN LENTA DE LAS MITOCONDRIAS 

+ 
DILUCIÓN DE LAS MITOCONDRIAS ( 20 mg/ml ) .. 

AJUSTE A plf 7,0 

SONJCACIÓN DE Ml*OCONDRIAS (l minuto) 

+ CENTRIFUGAR EL SONICADO ( 12,000 rpm) 

/ ~ 
CENTRIFUGAR EL SOBRENADANTE ( 45 Krpm ) DESECHAR EL PRECIPITADO 

DESECHAR EL SOBRENADANTE RESUSPENDER Y CENTIFUGAR 
EL PRECIPITADO ( 45 K<pm) 

~ ~ 
RESUSPENDER Y CENTJFUGAR 
EL PRECIPITADO ( 45 Krpm) 

DESECHAR EL SOBRENADANTE 

~ -----------DESECI lAR EL SOBRENADANTE RESUSPENDER EL PRECIPITADO 
EN EL MENOR VOLUMEN POSIBLE 

GUARDAR EN ALICUOTAS (-70ºC) 

Figur• K - Diagramo de purilicnción de partículas submitocondrialcs Mg·ATP de corazón de bovino 
todoa4°C. 
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PREPARACIÓN DE PARTiCULAS SUBMITOCONDRIALES Msi+ ATP ACTIVADAS 

DILUCIÓN DE SMP CONTROLADAS (2 mg/m1 ) 

+ INCUBACIÓN DE LAS SMP A 38ºC 

SE TOMAN. ALICUOTAS A DIFEREN~TIEMPOS\ 
(durante 3 a S honu;) 

¡ 
MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD 

ESPECTROFOTOMÉTRICAMENTE (340 nm) 

CENTRIFUGAR LA RESUSPENSIÓN (45 krpm) 

.-- + 
DE,SECllAR EL SOBRENADANTE RESUSPENDER EL PRECIPITADO 

EN EL MENOR VOLUMEN POSIBLE 

+ GUARDAR EN ALICUOTAS ( -70°C) 

Figura 9 - Diagrama de activación de particulas submitcondria1cs. 

TÉCNICAS 

DETERMINACIÓN DE PROTEiNA 

Para dctcnninar de la concentración de proteína se utilizaron dos métodos: el descrito por Biurcl 

y el descrito por Lowry. 

DETERMINACIÓN P<>R EL MÉTODO DE BIURET 

El método de Biurct fue descrito por Gornall et al.en 1949 y. consiste en la formación del 

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

ion de Cu.?• se forma un complejo con cuatro nitrógenos peptidicos. que da unu coloración violeta. 

Debido a que lo que mide es el contenido de enlaces peptidicos. resulta un método muy reproducible. 
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aunque tiene la desventaja de no poder utilizarse cuando la concentración de prutcína es menor a 1 

mg/ml. debido a su baja sensibilidad. 

Para la curva patrón se conserva un volumen final de 0.8 mi. Se utiliza una solución de CuS04 al 

0.15°/o y de tartrato de Na-K al 0.6% en NaOH al 3%. A cada tubo se le agregan 200 µI de desoxicolato 

de sodio (DOC-Na) al 1 %. La curva estándar de proteína contiene de 1 a 6 mg de albúmina sérica de 

bovino (BSA) a partir de una solución delo mg/ml en agua. La muestra problema contiene 

aproximadamente entre 0.25 a S mglml de proteína y se af"ora con agua a un volumen de 0.8 mi. Se 

agregan 2 mi del reactivo de Biurct y se mezcla. Se deja reposar de 20 a 30 minutos y se lec la 

absorbancia entre 540 y 550 nm, contra el blanco de reactivos. 

DETERMINA.CIÓN POR •:L MÉTODO DE LOWRY 

El método de Lowry el al., f"ue descrito en 1951 y, se basa en la reducción del reactivo de Folin 

Ciocalleau, por medio de Jos complejos cobre-proteína. formados en un medio alcalino que da una 

coloración azul-violáceo, debido a la reducción del reactivo de Folio por Jos residuos de tirosina, 

triptofano y eistcina, por Jo que Ja consistencia en el color dcpendera de la proteína y de su 

concentración. Las muestras pueden medirse en las siguientes longitudes de onda: 560, 660 o 750 nm 

como máximo. 

La curva estandar se obtuvo con albúmina de suero de bovino a una concentración de 1 rng/ml. 

Para esto se colocaron de 5 a 100 µg de BSA (la curva tuvo un comportamiento lineal hastu 60 µg). El 

volumen final en todos los tubos es de 4.0 mi. Se necesitaron Jos siguientes reactivos: solución A = 

Na2C03 al 2% en NaOH 0.1 N .• B = CuS04 al J %. con tartrato de Na-K al 2o/o, disuelto en NaOJI 0.1 N. 

C =se mezclan 100 mi de A+ 2 mi de B (que se deben preparar diariamente) y O= Reactivo de Folin 

diluido 1: J en agua (que se debe preparar en el momento de usarse). 

La muestra de problema debía contener alrededor de 1 O a 60 µg/ml de proteína. A Csta se le 

agregaron 200 µI de DOC-Na 1 % y se af"oró a 0.8 mi con agua. Se adicionaron 2 mi del reactivo C, se 

mezcló durante l O minutos y se dejó a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se mezcló nuevamente y 

durante la agitación se adicionaron 0.2 mi del reactivo O y se dejó reposar a temperatura arnbiente de 20 

a 30 minutos. La absorción se leyó a 560 nm en el cspectrofotómctro Beckman 35. 
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD HIDROLfTICA DE LA ENZIMA 

La detenninación de la actividad catalítica de hidrólisis en Ja A TPsintasa se llevó a cabo con el 

método cspcctrofor:ométrico a partir de la reducción del NADH y el método colorimétrico. por medio de la 

cuantificación del Pi liberado; ambos. en prcscncin de un sistema regenerador (Fig.10) de ATP (Ebcl y 

Lnrdi. 1975). 

DE"l.ERMINACIÓN ESPECTROFOTOl\11-':TRICA DE LA ACTIVIDAD 

Ln dctcnninación espcctrof"otométrica descrita por Pullman en 1960. es una medida indirecta de la 

hidrólisis del nucléotido (ATP e ITP) y es seguida por la disminución en la absorbencia del sustrato NADf-1. 

a una longitud de ondn de 340 nm. en presencia de un sistema regenerador del nuclcótido. El medio de 

reación aforado a 3.0 mi. contenía en concentración final en la mezcla básica: sacarosa 250 mM. 50 rnM de 

Tris acetato a un pH de 7.4, 30 mM de acetato de potasio pH 7.4, 3 mM de acetato de magnesio; y la 

solución de enzimas y sustratos para la reacción contenía: 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 de deshidrogcnasa láctica 

(L.O.H.). 0.33 µg/ml de rotcnona en etanol. para evitar Ja oxidación del NADH por la cadena respiratoria. 

0.33 mM de FCCP (que es un protonoforo o dcsacoplante) y de 7 a 10 µI de NADH 30 mM. prcparudo en 

tris acetato pH 7.4. La celda de plástico se incubó de 2 a 5 min para descartar la oxidación de NADl-f debida 

a Ja contaminación de ADP o IDP en Ja solución. La reacción se inició al agregar JO µJ de panículas 

submitocondriales controladas a una concentración entre 80 y 100 µg/ml. Para esta medición se cmpleb el 

cspcctrofotómctro Bcckman 35. a una densidad óptica de 340 nm. en donde el coeficiente de extinción 

molar del NADH es de e= 6.22 Mm·• rnl" 1
• 

La actividad hidrólitica se calculó con Ja siguicmc ccuacción: 

Actividad especifica =densidad óptica x 3 mi/ 6.22 x minuto x mg de proteína. 

AT* +PEP 
ATPasa Piruvato kinasa 

Pi ADP XPiruvaro 

Dcshidrogenasa Lactica 

ATP XNADH 

NAD' + Lacrara 

F••rai 10. Reacciones que se llevan a cabo en el sitema regenerador de ATP. 

27 



DETERMINACIÓN COLORIMÉTRICA DE LA ACTIVIDAD 

La medición de la hidrólisis se realizó por medio de la dctcnninación de fosf'alo inorgánico descrito 

por Sumner en 1944. 

La mezcla de reacción básica contenía: sacarosa 250 mM .. 50 mM de Tris acetato pH 7.4. 30 mM de 

acetato de potasio pl-1 7.4. 3 mM de acetato de magnesio y en la solución de enzimas y sustratos para la 

reacción: 3 mM de fosfocnol piruvato. 3 mM de ATP o lTP a pH de 7.4. 4 unidades de piruvato cinasa y 

0.1 mM de FCCP. el volumen utilizado fue de l ml. En este método el medio de reacción se prcincubó 

durante l O minutos a una temperatura de 30ºC y In reacción se inició con la adición de l O µ 1 de las stnp a 

una concentración entr-c 50 y 100 µg/ml (dependiendo de las condiciones experimentales) duruntc un 

minuto a 30°C. La reacción se detuvo con 200 µI de ácido tric1oracético al 30°/o y el tubo se colocó en un 

baño de hiclu y se centrifugó a 3,000 rpm. En la curva patrón se toman de 0.25 a 2.0 mi de la solución de 

fosfato 1 mM de KH:i:P04 {0.25 a 2.0 µmoles). Se aforó a 3.6 mi con agua. Se añadieron 0.5 ml de la 

solución de MoNH 4 al 6.6°/o<.,1 se agregaron 0.5 ml de la solución de H 2S04 7.5 N y se agitó. Se añadieron 

0.4 ml de la solución de FeS04 (preparada antes de la determinación con 5 g de FeS04 má..<;. 50 ml de agua. 

se disolvió y añadió 1 ml de la solución de H 2S04 7 .5 N. en agitacion. Para la determinación del Pi 

producido en los experimentos. se tomó una alícuota de \ ml del volumen de reacción de hidrólisis y se 

aforó a 3.6 ml con agua y se adicionaron las soluciones de MoNH4 • H 2S04 y FeS04 • como en la curva 

patrón. Después de diez minutos se leyó a 660 nm en el espectrofotómetro Bcckman 35. Como referencia 

se utilizó para los cálculos la absorbencia de 0.5 moles de KH 2P04 de la curva patrón. 

La actividad hidrólitica se calculó con la siguiente ecuación: 

O.S/densidad óptica x factor de dilución x minuto·' x mg de proteína ·I =factor de Pi 

µmoles de Pi producido min" 1 mg· 1 = densidad óptica de la nlucstra x factor de dilución 
densidad óptica 0.5 J.lnlolcs x mg prot x minuto 

y el factor de Pi x densidad óptica de la muestra= Actividad especifica 

MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE NUCLEÓTIDOS UTILIZADOS EN LAS CURVAS 

CINÉTICAS 

Ésta se realizó en un cspcctrofotómctro Bcckman DU-64 en una celda de cuarzo de 1 mi. contra el 

blanco que contenía solamente agua. La muestra se midió a una densidad óptica de 259 nm. con un e = 15.4 
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p11111 el ATP y para el ITP la densidad óptica empleada fue de 248.5 nm con un & = 12.2 (Ebcl y Lardy. 

1975). 

La ecuación utilizada para la calibración fue: 

Concentración = densida óptica - blanco I e 

CÁLCULOS PARA DETERMINAR LAS CONSTANTES CINÉTICAS 

La medición de Jos valores de Km. Vmáx y pK se obtuvieron por medio del paquete de cómputo 

Enzfitcr versión 1.05. a partir de las n1ediciones de la velocidad en una curva de velocidad a diferentes 

concentraciones de sustrato y diferentes pll. De los valores de Km y Vmáx y para cada pH se obtuvo el 

promedio de acuerdo al número de determinaciones. Posterionnentc todos los datos fueron normalizados 

con respecto al valor máximo obtenido para ambos sustratos (ATP e ITP) en cada tipo de partículas. 

De cada uno de los valores norT11alizados se obtuvieron los logaritmos para In Vmáx. este resultado 

se graficó contra el pH. De esta gráfica del logaritmo del % de Vmáx contra el pH los valores máximos 

indican el pH en el que preferentemente encontrarnos a la enzima y al sustrato como complejo (E-S). 

Los valores de la relación Vmáx/Km. se obtuvieron con los valores normalizados de K.rn y Vmáx. al 

cual se le calculó el logaritmo y se le graficó contra el pH. De esta gráfica se deterT11inó el valor máximo 

que nos indica el pK de la enzima (E) y del sustrato (S) libres. 

Los valores de Km al graficarse contra el pl-l se consideraron sin hacerles ningún tratamiento. 

CÁLCULOS PARA DETERMINAR LA ENERGÍA DE ACTIVACIÓN 

A partir de los datos de las curvas de temperatura. fue posible calcular la energía de activación (Ea) 
de acuerdo a la ecuación de Arrhenius: 

Ea - 2.3 R log Vmax 2/Vmax!.íI!=IJJ 
(T2-T1) 

y que representa un valor aparente o medio de las constantes que dctcm1inan la velocidad. Cada una de 

éstas puede responder de forrr1a diferente al cambio de lcmperatura. La energía de activación para una 

reación catalizada puede representarse como el Jog de Vmax frente a l/T (Fig. 13). La energía máxima de 

fijación entre una enzima y un sustrato se produce cuando cada grupo ligantc del sustrato está en rclacion 

con un sitio de fijación en la enzima. 
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Dado que ta estructura de la enzima cambia durante la reacción primero en el estado de transición y 

después a productos. el incremento en la encrgla de fijación del sustrato, a medida que cambia su estnlctura 

al estado de transición, disminuirla la cnergia de activación de la constante cata11tica que mide la velocidad 

de la enzima para llevar a cabo una reacción (Kcat)., por lo que es más ventajoso encrgeticamentc el que la 

enzima sea complementaria a la estructura del estado de transición del sustrato que de la estructura original 

de éste. 

Por el contrario. si la estructura de la enzima es complementaria al sustrato sin alterar, la 

disminución de la cncrgia de fijación al fonnarse el estado de transición. incrementaría la energía de 

activación de la constante de velocidad (Kcat). En las reacciones catalizadas por enzimas. las moléculas de 

la enzima deben hallarse en cierta confonnación especifica para reaccionar con la molécula del sustrato. En 

el estado nativo. la velocidad aumenta con el incremento de la temperatura. ya que a temperaturas más 

altas. la enzima puede sufrir desnaturalización. La estabilidad de una enzima en un intervalo de 

temperaturas depende de ciertos factores como son el pH. la fuena iónica del medio y la presencia o 

ausencia de ligandos, los sustratos a menudo impiden la desnaturalización por temperatura. En general una 

enzima será mas estable al calor en preparaciones crudas. libres de altas concentraciones de otras proteínas 

{Fersht. 1985 y Scgcl. 1975). 

V RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Para conocer la participación de los sitios catalíticos y los reguladores en la hidrólisis. se empicó 

como sustrato al ATP y para evaluar los sitios cataliticos se utilizó lTP debido a que no existe afinidad por 

él en los sitios reguladores. Ambos sustratos fueron empleados para medir la hidrólisis tanto en la..-; 

partículas submitocondrialcs controladas (en presencia de ta proteína inhibidora). como en las partículas 

submitocondriales activadas (sin proteína inhibidora) y asi. poder evaluar et efecto de la proteína inhibidora 

en estos parámetros. 

PARÁMETROS GENERALES 

Primero se rcalizarón las siguientes detcnninacionc...~. que sirvieron para conocer las condiciones 

experimentales ideales: 
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MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA ESPECIFICA 

El método cspectrofotométrico se empicó sólo para la medida de la actividad hidrolitica especifica 

del ATP. El método colorimétrico se utilizó para las determinaciones con ambos sustratos en todos los 

ensayos. 

Como se mencionó la medición de la actividad hidrolitica de la ATPsintasa de las partículas 

submitocondrialcs contoladas fue realizada por el método espcctrofotornétrico, en presencia del sistema 

regenerador de ATP (Fig. 10). De dichas medidas se obtuvo una actividad especifica de alrededor de 0.22 

µmolas x rnin" 1 x rng de proteina·1 para el ATP. La medición de la actividad especifica de hidrólisis de ITP 

se midió sólo por el método colorimétrico (Tabla 11). 

La medida de la actividad hidrolítica especifica por el método colodmétrico~ se realizó en el medio 

descrito en métodos y en presencia de un sistema regenerador. De lo que se obtuvó una actividad especifica 

para el ATP de alrededor de 0.7 µmolas x min" 1 x mg de proteína" 1 y para el lTP de alrededor de 0.25 

µmolas x min· 1 x mg de proteina" 1 en las smp controladas a pH 8.0 (Tabla 11). 

Al emplear las mismas condiciones del medio de reacción mencionado en el mctodo. la actividad 

especifica de hidrólisis para el ATP fué de alrededor de 8.4 µmolas x min-1 x mg proteína · 1 y para el ITP 

alrededor de 3.5 µmolas x min"1 x mg de proteina" 1 a pH 8.0 en las partículas submitocondriales recién 

activadas (Tabla 11). La actividad especifica de las particulas submitocondrialcs activadas decae con el 

tiempo. 

METO DO 

Espectrofotométrico 

Calorimétrico 

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE HIDROLISIS 
( µmol x rnin ·• x mg· 1 proteína·' ) 

Partículas submitocondriales Partículas subrnitocondrialcs 
controladas 

Mg-ATP Mg·ITP 

0.22 ±0.072 
(5) 

0.710±0.13 
(7) 

no determinado 

0.25 ± 0.109 
(7) 

activadas 
Mg-ATP Mg-ITP 

no determinado no dctenninado 

8.43 ± 1.90 3.54 ± 0.98 
(5) (6) 

Tabla 11. Datos de actividad hidroHtica especifica del ATP e ITP como sustratos en ambos tipos de 
paniculas submitocondrialcs 
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CURVA DE PROTEiNA 

La medida de la actividad hidrolitica a diferentes concentraciones de proteina,. se realizó de acuerdo 

al protocolo anterior .. se varió sólo la concentración de protcin~ lo que permitió saber cual era el intervalo 

de proteína mas adecuado para los experimentos, dado que la velocidad de catálisis con ambos tipos de 

particulas submitocondrialcs diferente. Se tuvo cuidado de que la absorbancia de las muestras se encontrara 

dentro del intervalo de la curva de Pi. Por lo que el intervalo de proteína considerado en los experimentos 

para ambos sustratos fué de 50 a 100 µg de proteína en las partículas submitocondrialcs controladas y de 1 

a 7 µg de proteína en las partículas submitocondriales activadas (Fig. 11 a y b). 

• 0.12 

~ 0.08 .. 
e; • j 0.04 

70 95 120 145 

mlcrogramoa de proteiaa 

i .. 
1 

b 
12 ~--------

B 

6 

4 

2 

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 

mlcrosramoa de pro~eína 

Fiaura 1 l. Efecto de la concentración de proteína en la velocidad de hidrólisis del ATP e ITP en 
pal1iculas submitocondrialcs controladas (a) y en las partículas submitocondrialcs activadas (b). La 
velocidad de hidrólisis se midió a partir de la determinación del Pi producido durante 10 minutos de 
reacción a 30°C y leído a 660 nm. El medio de reacción contenía: 3 mM de acetato de magnesio. 30 
mM de acetato de potasio, 7 mM fosfocnol piruvato, sacarosa 250 mM. tris 50 mM, 4 unidades de la 
enzima piruvato einusa. 1 µM de FCCP. ATP 3 mM (0 y •> y 3 mM ITP (O y •> a pH 8.0. La 
concentración de proteína se midió por el método de Lowry a 560 nm. 
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CURVA DE TIEMPO A DIFERENTES TEMPERATURAS 

La medición de la actividad hidro\itica a lo \argo del tiempo permitió saber hasta que intervalo de 

tiempo el sistema regenerador es eficiente. y para complementar e\ estudio se realizaron cutvas a diferentes 

temperaturas a pH 8.0 (Fig. 12 a y b). para saber como se afectaba la velocidad de hidrólisis en \a 

ATPsintasa de las partículas controladas, ya que se sabe que la proteína inhibidora se desplaza de su sitio 

inhibitorio durante la hidcóHsis a temperaturas altas. 

a 2s 
--------------~ 

3 5 10 

ID.lDUb>a 

20 3 5 10 

minutos 

20 

Flgura 12 Efecto de la temperatura en la velocidad de hidrólisis del ATP (a) e lTP lb) en las partículas 
submitocondrialcs controladas. La reacción se detuvo a diferentes tiempos a una tcmpcraturd constante 
de 10 <•>. 20 <•>. 30 <•> y 40 ºC (•). La mezcla de reacción contenla: 3 mM A""n> en (a) o bien. 3 
mM \TI> para (b). más 8 unidades de P.K .• l µM de FCCP. 3 mM de acetato de Mg. 30 mM de acctnto 
de potasio. 7 mM fosfocnol piruvato. sacarosa 250 mM y tris 50 mM a pi l 8 .. 0. A una concentración de 
protclna de 20 µglm\. 

E\ efecto de la temperatura en \as partículas activadas mostró que \a actividad máxima de hidró\isis 

está dentro del rango esperado para el contenido de F 1 en partículas (aproxima".'runcntc 10 o/o de la proteina 

total) y fue alrededor de 8.5 µmolas x min"1 x mg proteina"" 1 (Fig. 13 a y b). 
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F•aura 13. Erecto de la lemperatura en la velocidad de hidrólisis del ATP (a) e ITP (b) en las partículas 
submitocondrialcs activadas. La ..-eacción se detuvo a dif"erentes tiempos a una temperatura constante de 
IO<•>. 20 <•>. 30 <•>y 40 ºC(•). La mezcla de reacción contenía: 3 mM de ATP en (a) y 3 mM ITP 
para (b). más 8 unidades de piruvato cinasa. 1 µM de FCCP. 3 mM de acetato de Mg. 30 rnM de acetato 
de potasio. 7 mM de fosfoenol piruvato. sacarosa 250 mM y tris 50 mM a pH 8.0. y se prcincuba 
durante 1 O minutos. con una concentración de prolefna de 2 µg/ml. 

El comportamiento fue lineal durante el tiempo en el que se midió la hidrólisis en las diferentes 

rennpcraturas. Se decidió trabajar con un tiempo de 5 minutos en las detenninaciones de velocidad con 

respecto· al pJ-1 y a 30ºC. de acuerdo al protocolo para la detenninación de Ja actividad máxima de 

hidrólisis. 

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA VELOCIDAD DE HIDRÓLISIS EN UN TIEMPO 

DETERMINADO 

A par1ir de los datos an1criores, fué posible calcular la energía de activación (Ea) de acuerdo a Ja 

ecuación de Arrhcnius: Ea - 2.3 R log Vmax2'Vmax1..1I1=.Iy 
(T,-T1 ) 

y que representa un valor aparente o medio de las constantes que detenninan Ja velocidad. Cada una de 

éslas puede responder de fonna diferente bajo el cambio de temperatura. La energía de activación para una 

reación catalizada puede representarse como el log de Vmax frente a Irr (Figura 14). A partir de la cual se 

obtuvieron Jos valores de Ea (Tabla 111). 
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ParticuJas submirocondriafes Partículas submirocondrialcs 
controladas acrivadas 

Energía de acrivación ATP 
1 

ITP ATP 
1 

ITP 

calorías/mol 19.282 
1 

23,856 12.107 
1 

.22.X-i7 

Tabla 111. Vulorcs de Ja energía de activación para la hidrólisis de ATP e ITP en ambos l1flt'' Je 
particulas. a un tiempo de cinco minulos de reacción a partir de las curvas de tcmperarura. pH .~.o. 1.:un 
el protocolo descrito en métodos para Ja dclcrminación de la energía de activación. 

El cambio en Ja encrgia de activación con ATP como sustrato al removerse la prordnu 111hihidora 

nos podría indicar la energía necesaria de 7,175 calorias para este paso. rambién es imponanre oh~crvur que 

esta diferencia no se obtiene con ITP. 

3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 

l/T X 10, ºK 
_, 

FiKura 14. La curva de Arrhenius se obliene con Jos datos del log de la Vmax sobre el invc=-rsu .Je la 
lempcrarura. Se realizó a partir de Jos valores de las curvas de remperatura para el ATP (0) y c:I 11 P 
(0) en las panículas submirocundriales controlada.s y para el ATP e•> y el ITP e•) en el caso 1..J.: h1s 
particulas submirocondriulcs "':rfradas. Las condiciones experimcnrales se mencionaron en d pr...: J~ 
figura de las curvas de tempctarum (figs. 12y 13). 
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EFECTO DEL pH EN AMBOS TIPOS DE PARTiCVLAS SUBMITOCONDRIALES CON ATP e 

ITP 

Se observaron diferencias del efecto del pH. el caso más sencillo es el de las partículas activadas 

que hidrolizan ITP (Fig. 15 b) en que se observa que la enzima cataliza a la misma velocidad desde pH 6.0 

a 8.0 sin presentar un máximo, lo cual podría indicar que no existe un aminoácido cargado que sea esencial 

para la actividad observada. al no encontrarse un pK en esta condición. La interpretación más sencilla de los 

datos cinéticos sería que. los sitios cataJiticos están siendo ocupados por JTP en presencia de un sistema 

regenerador del nuclcótido y sin inhibición por producto. ya que el IDP no inhibe (Vasilicva et al .• 1980) y 

además existe un sistema regenerador del ITP. Los sitios no catalíticos tampoco están siendo rccrunbiados 

por el ITP debido a que son específicos para nucleótidos de adenina (Schuster et al .• 1975 y Esch y Allison. 

1978). La enzima se encuentra en un estado catalitico basal e ideal en donde el paso limitante es la ruptura 

del ITP y no la salida del IDP y Pi. 

La enzima sin protcina inhibidora al hidrolizar el ATP (Fig. 15 b), tiene una clara respuesta máxima 

al pH entre 7.0 y 7.6, ya reportada anteriormente para la enzima soluble y para otras preparaciones de 

partículas en las que no se tomó en cuenta la presencia o ausencia de la proteína inhibidora (Bullough. 1986 

a). En la hidrólisis del ATP se alcanza la velocidad máxima de la enzima y lo que podría sugerir es que 

existe un aminoácido cargado que toma parte importante en la reacción de hidrólisis. 

En contraste, la conducta cinética de la enzima en presencia de la proteína inhibidora (Fig. 15 a), es 

diferente en cuanto al pH. Con ITP se podría explicar la curva de disociación de la proteína inhibidora sin el 

problema de atrapamiento del IDP en los sitios catalíticos. que dificulta la interpretación de los datos 

cinéticos. la curva muestra que en el pH ácido la proteína inhibidora tiene su máxima expresión inhibitoria 

y que en el medio paulatinamente más alcalino se va disociando hasta alcanzar una meseta entre 7.6 y 8.1 

(Fig. 15 a). 

En presencia de la proteína inhibidora y ATP (Fig:. 15 a) se sobreponen muchos efectos como el de 

la disociación de la proteína inhibidora y el efecto del recambio en los sitios no catalíticos. A pH entre 7 .9 y 

8.1~ el más alcalino utilizado~ Ja enzima se comporta como en las partículas activadas. 
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Figura IS. Ef"ecto del pl-I en la actividad especifica de hidrólisis del ATP e ITP en las particulas 
submitocondrialcs controladas (a) y en las partículas submitocondrialcs activadas (b). La velocidad de 
hidrólisis se midió a pan ir de la determinación de Pi a 660 nm. a 30ºC. durante 10 minutos de reacción. 
El amortiguador contenfa: ácido cacodílico 50 mM y el ajuste del pl-I se realizó con ácido acético en el 
intervalo de S.5 a 7.5 y con ácido bórico en el intervalo de 7.6 a 8.5; además. el medio de reacción 
contenía: 3 mM de acetato de magnesio. 30 mM de acetato de potasio. 7 mM de fosfocnol piruvato. 
sacarosa 250 rnM. 4 unidades/mi de piruvato cinasa. 1 µM de FCCP. ATP 3 rnM (O y •) e ITP (O y 
•>·Con una concentración de proteina en las partículas submilocondl"ialcs contoladas de 92 µg/ml. y de 
7 µ.g/ mi en las panículas submitocondriales aclivadas la cual fue determinada por el método de Lowry 
a 560nm. 
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EFECTO DEL pH EN LOS PARÁMETROS CINÉTICOS DE LA HIDRÓLISIS 

Para ahondar un poco más sobre el ef'ecto de la presencia de la proteína inhibidora en la actividad de 

la enzim~ se hicieron detenninaciones a diferentes concentraciones de sustratos ATP (Fig. 16) e ITP (Fig. 

17) en ambas partículas al pH óptimo (8.0), de la cual se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 

IV. 

partículas submitocondrialcs partículas submitocondriales 
controladas activadas 

pll8.0 ATP ITP ATP ITP 

Km(mM) 0.174 1.19 0.14 2.83 

Vmax 0.758 0.49 6.44 4.32 
(µmol x min-1 x mg prot-1

) 

Kcat/ Km 4.35 0.41 46 1.81 

Tabla IV. Parámetros cinéticos medidos a pH 8.0 en ambos tipos de particulas con ATP e ITP. 

De acuerdo a la tabla IV, para la medida de la hidrólisis del ITP a pH 8.0, se puede observar que la 

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

ATP la Vmáx aumenta un orden de magnitud. pero no se modifica la afinidad por la presencia de la 

proteina inhibidora. El aumento de la Vmax con ambos sustratos al quitar la proteína inhibidora es 

aproximadamente un orden de magnitud. 

Las modificaciones de la Vmax indican que la presencia de la pl"otcina inhibidora influye en la 

transformación del complejo enzima·sustrato (E-S) al complejo enzima + producto (E+P). y al parecer. no 

actúa en la fonnación del complejo E-S. debido a que no altera la Km para los dos sustratos. en ambas 

particulas. Esto se confinna con la observación de la estructura cristalina., que muestra que el sitio de 

interacción de la proteína inhibidora está alejado del sitio catalítico y que la presencia o ausencia de esta 

proteína no modifica la entrada del sustrato. 
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Figura 16. La curva de concentración de sustrato sobre la velocidad de hidrólisis en paniculas 
submitocondrialcs con/roladas (0) y panículas submitocondrialcs acli\'t1das (•). para obtener los 
parámetros cinéticos Vm:ix y Km. cuando se emplea como sustrato ATP. El cxperimcn10 se realizó a 
una concentración de sustrato de O.OS. O. 1. 0.2, 0-4, 0.6. 1.0. 2.0 y 4.0 mM de Mg·ATP. Lus conslantcs 
Vmñx y Km se dctcnninaron por el método de Linewcavcr-Burk mediante el paquete Enztit. a pan ir de 
la dctcnninación de fosfato liberado durante los 5 minutos de r-cacción a 30ºC. La mezcla de reacción 
contenía: 4 unidades de piruvato cinasa. 1 µM de FCCP, 30 mM de acetato de potasio. 5 mM fosfoenol 
piruvato. sacarosa 250 mM y 50 mM Tris/acetato de 8.0. A una concentración de proteína entre 80 y 90 
µg/ mi paro las particulas contoladas y entre 5 y 7 µg/ml para las particulas activadas. 
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.Flaura 17. La curva de concentración de sustrato sobre la velocidad de hidrólisis en partículas 
submitocondriales controladas ([J) y partículas submitocondriales acli\•adas <•> para obtener los 
parámetros cinéticos Vmáx. K.Jn. cuando se emplea como sustrato ITP. El experimento se realizó a 
una concentración de sustrato 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 Vmáx y Km se dctenninaron por el método de Lineweaver-Burk mediante el 
paquete Enzfit, a partir de la determinación de fosfato liberado durante los 5 minutos de reacción a 
30 .. C. La mezcla de reacción contenía 4 unidades de piruvato cinasa, l µM de FCCP, 30 mM de 
acetato de potasio, 5 mM fosfoenol piruvato. sacarosa 250 mf\.1 y 50 mM Tris/acetalo de 8.0. A una 
conccnlración de proteína entre 80 y 90 µg/ml para las partfculas contoladas y cnlre 5 y 7 µg/ml 
para las panículas activadas. 
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EFECTO DEL pH EN LOS PARÁMETROS CINÉTICOS Km, Vmax y Vmax/ Km 

Para estudiar el ef"ecto del pH sobre los parámetros cinéticos Km y Vmax se hicieron 

dctenninaciones de actividad a diferentes concentraciones de sustratos (ATP e ITP) a distintos pH .. tanto 

en las partículas controladas .. como en las activadas. 

Se sabe que. al utilizar un criterio general, la Krn expresa Ja formación del complejo E-S y es 

una medida aproximada de Ja afinidad de la enzima por el sustrato. Por otro lado la Vrnax expresa la 

velocidad de disociación del complejo E-S a E+P. que expresa Ja constante catalitica o Kcat .. que mide 

Ja velocidad de la enzima para llevar a cabo la reacción. también. es interpretada corno el número de 

recambio, el cual se define como el número máximo de moléculas de sustrato convertidas a producto 

por sitio activo, por unidad de tiempo. o bien, el número de sitios catalíticos por unidad de tiempo. 

Por último, con los valores de Km y Kcat se puede establecer la relación KcaVKm o Vmax./Km. 

que expresa la afinidad. especificidad y eficiencia de la reacción por el sustrato. entre mayor sea la 

relación (Kcat o Vmax /Km) mayor es la especificidad de la enzima por el sustrato (Tabla V). 

Pru1.iculas submitocondrialcs 
CONTROLADAS 

Partículas submitocondriales 
ACTIVADAS 

Constante cinética ATP ITP ATP ITP 

pK pK 

Km(mM) constante• 7.7 constante• 7.1 

Vmax 6.5-6.7 7.0 6.7 6.9 
(µmol x min" 1 x mg prot"1 

) 

Vmax/Km 6.9-7.0 constante• constante• constante• 

Tahl• V. Valores de pK obtenidos de Ja determinación de las constanles cinéticas a diferente pl-l. 
(•) no se aprecia ninguna dependencia en el intervalo de pl-f en el que se determinaron las 
constantes. 

La variación de las constantes cinéticas con el pH pueden indicar la K de ioni7.ación pr-cfcrcntc 

de la forma activa de la enzima o del sustrato y Ja Km, Ja Vmax y la relación Kcat/Km se aCcctan por el 

pH de fonna diferente, se~ún si se trata de la enzima o del complejo enzima-sustrato. 

Aunque las enzimas tienen muchos grupos ionizablcs, gcncrnlmcnte, sólo pr-cscntan uno o dos 

máximos. esto se debe a que en la catálisis sólo los gr:upos ioni7..ables que intervienen en ésta son 
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imponantes. ya sea en el sitio activo en la interacción enzima-sustrato9 o bien9 en Ju confonnación activa 

de la enzima. 

La enzima presenta grupos ionizables que se pueden titular y es posible dctenninarlos al medir 

los parántetros cinéticos bajo el efecto del pH. Generalmente es posible detectar la fonna activa de la 

enzima y el paso limitante no se ve alterado con el pH. 

La variación de la Vmax con el pH (Figs. 18 y 19) generalmente indica la constante de 

ionización del complejo enzima-sustrato a enzima-producto. y en las partículas activadas (fig. 18) se 

muestra. que con ambos sustratos se tiene un pK aproximado entre 6. 7 y 6.9. lo que indica que existe 

probablemente un residuo que participa en el proceso de transformación del A TP o del ITP a productos 

y podría tratarse de una histidinn que pueda ser imponante en la ionización. pero independiente de Ja 

base nitrogenada del nucleótido (adcnina o inosina). 

Con la presencia de la PI en las smp controladas (Fig. 18)9 las variaciones de la Vmax con el 

sustrato ITP muestran un pK de 7 .O. muy cercWlo al observado en ausencia de la proteína inhibidora con 

el mismo sustrato a 6.9; con ATP el pK observado también es muy cercano al observado sin la PI y es 

entre 6.5 y 6.79 lo que muestra que la presencia de la proteína inhibidora no afecta la ionización del 

residuo del sitio catalítico. 

La Km permanece constante a todos Jos pH empleados con el sustrato ATP. en ambas partículas 

(Fig. 20). Si hubiera variaciones en Ja Knt, ésta representaría Jos cambios del complejo cnzima-sustrato9 

la-; cuales son de un intervalo tan pequeño que se requeriría de mejores datos cinéticos para precisar si 

en verdad existe el pK de algún aminoácido que participe. 

En ambas smp. pero en presencia de ITP (Fig. 21 ). la K.Jn 9 con respecto al pH. muestra 

variaciones un poco más evidentes que con el ATP9 y existe un pK aproximadwnente entre 7.7 y 7.8. en 

donde la afinidad por el ITP a pH 8.0 es menor (Km 2.2 mM) con respecto a lo obtenido a pH 6.0 (Km 

0.6 mM) en las partículas controladas. En las partículas activadas la Km podría indicur un grupo con 

una constante de ionización de aproximadamente 7.1 en la fom1ación del complejo E-S. En las 

partículas controladas la condición de la disociación de la proteina inhibidora y su dependencia al pH 

podría influir en la disminución de la Km por el ITP. 

Las variaciones de la Kcat/Km o Vrnax/Km (Figs. 22 y 23) se refieren a la Km de la enzima 

Jibre9 y con ATP. que es el sustrato más cspccifico9 la mayor afinidad está nuevamente entre el pK 6.9 y 

7 .O. lo que apunta a la presencia de una posible histidina en el sitio catalítico. La proteína inhibidora no 

parece influir en este parámetro cinético. Con el sustrato ITP existe un máximo aparente y las 

variaciones son muy pequeñas para obtener alguna conclusión. 
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Figura 18 Perfil del log 0/o de Vmoix de la actividad de ATPasa e ITPasa a Jo largo del plf en las 
partículas submitocondrialcs controludas. De las curvas de concentración de sustrato 0.05. 0.1. U . .2. 
0.4. 0.6. 1.0. 2.0 y 4.0 mM de Mg-ATP para el 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 ITPasa (0). realizadas a los diferente pH se determinó por 
el método de Lincwcavcr-Burk la Vmáx por medio del paquete Enzfil. A panir de la detcnninac10n 
de fosfato liberado durante Jos S minutos de reacción a 30°C. La mezcla de reacción contcnia: -i 
unidades de piruvato cinasa. 1 µM de FCCP. 30 rnM de acetato de magnesio. 5 mM fosfocnnl 
piruvato. sncarosa 250 mM y 50 mM de amoniguador (Tris/acetato de 7.4 a 8.2; Mops de 6.4-7.6; y 
Mes de 6.0 a 6.4). Los valores que se encucnU'an en la gráfica se obtuvieron del promedio de Vmolx 
para cada pH. cs1os se nom1alizaron con respecto al valor máximo de Vmáx alcanzado para anibos 
sustratos. el cual ti.le de 0.69 ± 0.063 micromol x minº 1 x mg de proteina· 1 del ATP. A una 
concentración de protcina entre 80 y 100 µgl mi. 
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Fi¡:ura 19. Pcrl11 del log º/o de Vmáx de la actividad de ATPasa e ITPasa a lo largo del plf en las 
panículas submitocondrialcs acth:adas. De las curvas de concentración de sustrato O.OS, 0.1, 0.2. 
0.4, 0.6, 1.0, 2.0 y 4.0 mM de Mg-ATP para el ensayo de ATPasa C•> y de 0.2. 0.4, 0.8. 1.5. 3.0, 6.0 
y 9.0 mM de fTP pa..; la actividad de ITPasa <•>.realizadas a los diferen1e pH se dc1ennino por el 
método de Lincwcavcr-llurk la Vmáx mediante el paquete Enzfit. A partir de la dctenninación de 
fosfato liberado durante los S minutos de reacción a 30°C. La mezcla de reacción comcnia: 4 
unidades de piruvato cinasa, 1 µM de FCCP, .JO ml\.1 de acetato de potasio, 5 mM fosfocnol 
piruvato, sacarosa 250 mJ\..1 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 gnifica se obtuvieron del promedio de 
Ymáx para cada pH. Cs1os se normalizaron con respecto al valor máximo de Ymáx para ambos 
sustratos el cual fue de 6.5 ::!: 0.482 micromol x min·1 x mg de proteina·• de la ATPasa. Con una 
concentración de pro1c111a 1..·n1rc.:? y 7 µg/ mi. 
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Figura 20. El perfil de Ja Km de Ja actividad de ATPasa e ITPasa n Jo largo del pl-f en las p:mi1.:uJ01s 
submitocondrialcs contr"o!adas. Se ob1uvo a panir de las curvas de conccnrración de suslralo n 11115. 
O. 1. 0.2 .. 0.4. 0.6. 1.0. 2.0 y 4 .O mM de Mg-A TP para el ensayo de A TPasa (O) y de 0.2. 0.4. O.S. f .5. 
3.0. 6.0 y 9.0 mM de JTP para el de ITPasa (0); se derenninó el Pi Jibcrnúo durante los S minu10.,. Je 
reacción a JO ºC. La mezcla de reacción contenía: 4 unidades de piruva10 cinasa. 1 µM de FCCJ•. _1.0 
mM de acetato de potasio. 5 mM fosíoenol piruvaro. sacarosa 250 mM y 50 mM de amoniguadur Uc 
acuerdo a su inletvalo de funcionamiento (Trislacctaro de 7.4 a 8.2; Mops de 6.4 a 7.6~ y Mes de ó IJ ;i 

6.4). A una concentración de proteína entre 80 y 100 µg/ml. Los valores de la gráfica se obtuvieron 1.h.·I 
promedio de los valores de Km para el ATP e JTP por cacfu pf-1. determinado por el mCwdtl JI." 
Lincwcavcr-Burk mediante el paquete Enzfit. 
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Figura 21. El perfil de la Km de la actividad de ATPasa e ITPasa a lo largo del pl-1 en las partícuhts 
submitocondriales actiwulas. Se calcularón a par1ir de las curvas de concentración de sustrato a 
0:05. 0.1. 0.2. 0.4. 0.6. 1.0. 2.0 y 4.0 mM de Mg-ATP para el ensayo de ATPasa <•> y de O.:?. 0.4. 
0.8. 1.5. 3.0. 6.0 y 9.0 mM de ITP para el de ITPasa <•>: por determinación del Pi liberado durante 
los 5 minutos de reacción a 30 ºC. La mezcla de reacción contcnia 4 unidades de pirivato cinasa. 1 
µM de FCCP. 30 mM de acetato de potasio. 5 mM fosfoenol piruvato. sacarosa 250 mM y 50 mM 
de amonigu::idor de acuerdo a su intervalo de efectividad (Tris/acetato de 7.4 a 8.2; ll.1ops de 6.4 a 
7.6; y Mes de 6.0 a 6.4). A una concentración de proteína entre 2 y 7 µg/ml. Los valoi-cs de la 
gnltica se obtuvieron del promedio de los valoi-cs de Km para el ATP e ITP poi- cada pH. 
dctcnninado por el mC1odo de Lincwcaver-Bui-k poi- medio del paquete Enzfit. 
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Figura 22. Perfil del log % Vmtlx I Km de la acrividad de ATPasa (0) e JTPasa (Cl) a lo l;:1rgo del pJI 
en las partícuJas submirocondriales controladas. Las condiciones c.1'pcrimcntalcs de este pcrtil. en 
donde se expresa la relación Vrnax/Kn1. se menciona en las curvas de log de Vmax y Km contra el pH. 
Los valores de K.rn y Vmilx se determinaron de acuerdo al mCrodo de Lincwcavcr-Burk:. estos se 
promediaron para cada valor de pH. se nom1alizaron de acuerdo al valor máximo alcanzado para ambos 
sus1ratos en el valor de Vmil.'C 0.69 ± 0.063 micromoJ x min" 1 x mg de protcina" 1 de ATP a plf 8.0 y para 
la Km ::?. J 9 ± 0.4 mM de ITP a pH 7.8. A una concentración de proteina entre 50 y J 00 µg/ mi. 
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Figura 23. Perfil del loi % Vm:lx I Km de la actividad de ATJ>asa <•>e ITPasa C•> a lo largo del plf 
en las paniculns submi1ocondrialcs acti\•aclas. Las condiciones cxpedmcntnles de este perfil, en donde 
se expresa la relación Vmax/Km. se menciona en las curvas de log de Vmax y Km contra el plf. Los 
valores de Km y Vmáx se determinaron de acuerdo al método de Lincwcavcr-Burk. estos se 
promediaron para cada valor de pH, se nonnaliznron de acuerdo al valor máximo alcanzado para ambos 
sustrntos en el valor dcVmáx de 6.5 ± 0.482 micromol x min" 1 x mg de protcina· 1 de ATP a pl-1 8.0 )' 
para la Km 3.27 ± 0.305 mM de ITP al pH 7.8. A una conccnlración de proteína cnlrc 2 y 7 ~glml. 
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VI CONCLUSIONES 

1 - EFECTO DE LA TEMPERATURA 

a) Sobre la energía de activación. 

De acuerdo al análisis de la temperatura a partir de la curva de Arrhcnius 9 no existen cambios 

significativos con el ITP9 dado que presenta un valor en calorias/mol muy semejante en ambos tipos de 

partículas en un tiempo de 5 minutos. Sin embargo con ATP en presencia y ausencia de la proteína 

inhibidora la cnc.-gfa de actívación disminuye en aproximadamente 7.0 Kcallmol que podría indicar que 

eslc es el vnlor cncrgCticn necesario para dcspluatr a la proteína inhibidora. 

b) Actividad máxima encontrada en partículas submitocondrialcs activadas de acuerdo al contenido de F 1 en 

las partículas. 

La vclocid~1d máxima de hidrólisis del ATP e ITP en este tipo de partículas se encontró dentro del 

intervalo del 1 O º/o de la proteína total de F 1 en las partículas submitocondrialcs. con un valor de 

aproximado de 9 µmolas x min ·• x mg de proteína·• . 

2 - EFECTO DEL pll EN LA HIDRÓLISIS 

a) En las. partículas submitocondriales activadas con ITP no hay un pH óptimo. el paso limitantc es la 

ruptura del JTP y no Ja salida del IDP. en estas condiciones la reacción no se altera por las variaciones del 

pH externo. 

b) En las partícula.o;; submitocondrialcs activadas con ATP. se tiene un mó.ximo ent..-e 7.0 y 7.6. lo cual 

sugiere un grupo cargado en ese intervalo de pK. probablemente una histidina. Sin embargo, como con 

ATP hay recan1bio en sitios reguladores. éstos bien podrían influir en el pH óptimo. 

c) En las partículas submitocondrialcs controladas con ITP, la actividad máxima alcanzada. a pH alcalino. 

podría indicar la curva de disociación de Ja proteína inhibidora. Con ATP el efecto de los sitios reguladores 

muestra diferencias, sin embargo hay mayor actividad a plf alcalino. que es el pH en el que la proteína 

inhibidora se disocia del sitio inhibitorio. 
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3 - PARÁMETROS CINÉTICOS 

a) A pH óptimo: 

l - Solo se modifica Ja Vmax un orden de magnitud por Ja remoción de Ja proteína inhibidora~ lo que 

indica que al mover la proteína 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 Ja proteína inhibidora no tiene efecto sobre Ja fonnación 

del complejo E-S. lo que se confinna con Ja esln.Jctura cristalográfica. 

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

mayor eficiencia de fonnación del complejo E+ P con ATP, Ja que se hace mucho más evidente al 

eliminar el freno catalítico de la proteína inhibidora. 

b) A distinto pl-I: 

1 - La Km para el ATP no varia con el pH. 

2 -La Kln con JTP muestra una ligera diferencia que requiere estudios más finos para ver si es 

significativa. 

3 - La presencia de lu PI no modifica Jos pK. 

4 - La Vmax..!Km muestra un pK con ATP entre 6.9 a 7.0 compatible, con una histidina en el paso de 

formación del complejo E-S al complejo E-P. La proteína inhibidora no modifica esta conducta 

cinética. 

4 - DIFERENCIAS DE LA ENZIMA SOLUBLE 

Allison encuentra que con el análogo de ATP (FSBA) en la enzima soluble, es posible Joculizar 

a pH de 6.5 y 8.0 a los aminoácidos involucrados en Ju hidrólisis del ATP y con el análogo del ITP 

(FSBI), él observo un único pK a pH 5.9, lo cual no coincide con nuestros resultados al medir 

Vmax/Km en las purticulac; submitocondriales obteniendo un pK de 6.9-7.0. 

No es extraño que en nuestro sistemu de enzima completa F0 -F1 anclada a In membrana no se 

encuentre Ja misma conducta de las constantes de ionización de Jos aminoácidos con respecto a Ja 

enzima soluble que en un sistema más sencillo. Sin embargo nuestros datos parecen sugerir la 

existencia de una histidina del sitio catalítico que reacciona al pH externo. 
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VII PERSPECTIVAS 

De acuerdo a la estructura del cristal de la MF 1• se observó que existe un tuncl con forma 

cónica, a través del cual. el sustrato se dirige hacia el sitio catalítico (Abraharns et al .• 1994). Muy 

cercano a este sitio se localizan las His-177 y la His-198. Estas histidinas de acuerdo a la secuencia de 

mninoácidos para la subunidad p de varias especies tipo F. se encuentran conservadas. En el caso de 

Bacillus PS-3 se encuentran las histidinas en la posición 179 y en la 200. las cuales se localizan en la 

entrada del tunel conico (Pcncfsky y Cross. 1991). Por medio de estudios de resonancia magnética 

nuclcar(Tozawa et al .• 1995). se investigó la dinWnica conforrnacional de runbas histidinas. observando 

que se ven afectadas por la temperatura, el pH y la utilización de un anúlogo del ATP el AMP-PNP; 

estos efectos podrian deberse a la unión de un hidrógeno en el grupo imidazol. al modificarse su carga 

por et pH. En Saccharomyces ccrevisae. se ha identificado a la JlHis-211 como importante para 

mantener la estructura del complejo catalítico de la enzima, cuando fue sustituida por cinco 

aminoácidos diforcntcs (Asp. lle. 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. se observó modificado el pK de las 

mutantes con respecto a la enzima nonnal. lo que sugirió la importancia de este aininoócido para 

mantener la conformación activa de la enzima.. al estabilizar la estructura terciaria de la F 1 • aunque 

también, se comprobó que no se requiere para la catálisis (Schnizcr y Schuster, 1996). De los estudios 

realizados con la His-177 de la MF 1, se sabe que se localiza en el asa P, rica en glicinas. que participa 

en la unión del nuclcótido (Garboczi et a/.,1988) y que se encuentra muy cercano al sitio catalítico de 

acuerdo a la estrnctura cristalográfica (Abrahwns et al .. 1994 ). 

Nosotros obscrvmnos que la presencia o ausencia de la PI durante la hidrólisis de ATP e ITP, no 

modifica la Km de la enzima ante el sustrato y por lo tanto no está relacionado con la formación del 

complejo cnzirna-sutrato (E-S}. Aunque entre ambos sustratos. ya sea en la.e; partículas 

submitocondrialcs controladas como en las activadas. se observan difcr-encias entre los sustratos que 

pueden deberse a una confonnación distinta de la enzima al existir rccrunbio de ATP o ADP en los 

sitios reguladores al hidrolizarse el ATP, que no existe con ITP. 

De acuerdo a nuestros r-csultados podr-ia ser una histidina Ja que influye ene el pK observado a 

lo largo del pcriil de pH. Respecto a los datos reportados en otras enzimas tipo F en la p His-177. 

podría tener ta imponancia de conservar la estructura de la conformación activa en la MF 1 • como 

sucede con otras enzimas que mantienen conservada a esta histidina. Cabe mencionar que esta histidina 

SI 



no interviene en la catálisis de f'onnación del complejo enzima sustrato. debido a que no encontrarnos 

cambios en la Km a lo largo del pH. 

Por lo que seria muy interesante: 

Obtener curvas de sustrato a diferentes temperaturas en runbos tipos de partículas 

submitocondrialcs._ con A TP e ITP y estudiar más a fondo el efecto de la temperatura sobre las 

constantes cinéticas a diferente pH. Para poder hacer el seguimiento del efecto de los sitios reguladores. 

Resultaría muy importante analizar el número de sitios reguladores ocupados en la enzima. por 

medio de sustratos marcados radiactivarnente9 para cada una de las preparaciones de partículas 

submitocondriales con las que se trabaja9 lo cual pennitiría tener un control y una visión más amplia del 

efecto de los sitios no catalíticos en la regulación. 

Para poder detectar más precisamente el efecto del pH solo sobre la hidrólisis del ATP e ITP a 

partir de las curvas de sustrato a dif"erente pH 9 sin dejar de trabajar con el complejo F 0-F 1 sería muy 

adecuado, realizar estas detenninacioncs en un sistt:=ma más controlado9 como la reconstitución del 

complejo F 0 -F 1 en liposomas9 o bicn9 en membranas unilaminares9 lo cual evitaria tener grupos 

ionizables, no controlados. como en el caso de las partículas submitocondrialcs. Lo que nos pennitiría 

trabajar con una concentración de enzima controlada. y poder calcular constantes cinéticas precisas. 

Así, como el de medir el recambio en los sitios reguladores con los sustratos A TP e ITP a 

diferentes valores de pH tanto en Ja enzima con proteína inhibidora. como en ausencia de ésta. 
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