
  

  

      

UNIVERSIDAD NACIONAL® AUTONOMA 
DE MEXICO. ’. 

é 

  

FACULTAD DE MEDICINA aly 

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR 

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL 

COMPLEJO Fil ENDOGENO Y DEL COMPLEJO Fil 

ENTRECRUZADO CON EEDQ (N-ETOXICARBONIL-2- 

ETOXI!-1,2-DIHIDROQUINOLINA). 

T E S I S§S 
QUE PARA OBTENER EL TITULO' DE 

LICENCIADO EN INVESTIGACION 

BIOMEDICA BASICA 

P R E s E N T A 

JULIO LENIN DOMINGUEZ RAMIREZ 

DIRECTORA DE TESIS: DRA. MARIETTA TUENA DE GOMEZ-PUYOU 

oF 
206° 

MEXICO, DF. DICIEMBRE 2000



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



  

A mi madre, Hilda Lidia Ramirez, por no dejar de apoyarme cada vez que emprendo un 

reto. 

A mis hermanas, Ludmila y Lubianka, por enriquecer mi vida con la suya. Siempre pienso 

en ustedes 

A Paulina Cortes, por acompaiiarme de manera incomparable. 

A mis tios, Elva Ramirez y Luis Manuel Palomino, porque con todas sus atenciones me han 

ayudado a madurar. 

A los Doctores Marietta Tuena de Gomez-Puyou y Armando Gomez-Puyou, por todo el 

tiempo que me han dedicado, sus ensefiazas y experiencia. 

Al Doctor Salvador Uribe, por ensefiarme el mundo de la Bioenergética. 

Al Doctor Antonio Pefia Diaz, por ensefiarme la belleza de !a Bioquimica. 

A los integrantes de los laboratorios 105 y 104 Oriente, por todo su compafierismo y 

amistad. 

A todos mis compaiieros de generacion: Miguel E., Mariana, Cei, Juan Ram6n, Ivan, Luis, 

Adriana, Héctor y Erick por su grandiosa compaiiia. 

A todos mis familiares y amigos, aunque nos los mencione a todos los tengo muy presentes.



INDICE: 

Resumen 4 

L. Introduccién. / 5 

Ll Bos taurus. 10 

1.1.1 Caracteristicas del complejo IF |-F, nativo y reconstituido. 10 

1.1.2 Efecto del pH sobre la estructura de la IF, y correlacién con su capacidad inhibitoria 

12 

1.1.3 Efecto de diferentes fragmentos de la IF, en la inhibicion. 14 

1.1.4 Entrecruzamiento y modificaciones quimicas por EEDQ (N-ethoxicarbonil-2-etoxi- 

1,2-dihidroquinolina), DCCD (Diciclohexilcarbodiimida) y el anhidrido acético. 18 

1.1.5 Mecanismo de inhibicion de la IF. 21 

1.2 Saccharomyces cerevisiae. 22 

1.2.1 Entrecruzamiento con EEDQ (N-ethoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina). 22 

OBJETIVOS. 

2. Material y métodos 25 

2.1 Obtencién de mitocondrias de corazén bovino. 25 

2.2.Obtencién de particulas Mg ATP (SMP-MgATP). 29 

2.3 Obtenicién del complejo de F)1 enddgeno. 30 

2.4 Activacion de FiI. 32 

2.5 Determinacién de proteina por Acido Bicinconinico (BCA). 34 

2.6 SDS-PAGE de von Jagow. 35 

2.7 Mezcla de Desnaturalizacion. 38



2.8 Tricine SDS-PAGE. 

2.9 Tincién por azul de Coomasie para geles de poliacrilamida. 

2.10 Tincidn por plata para geles de poliacrilamida. 

2.11 Electroforesis azul nativa. 

2.12 Entrecruzamiento de Fil enddgena con utilizando EEDQ. 

2.13 Determinacién de actividad de ATPasa en condiciones unisitio. 

2.14 Inmunoréplicas tipo Western. 

2.15 Determinacion de proteina por el métado de Biuret. 

2.16 Purificacion de FI con columna de Superdex 200 en Fast Protein Liquid 

Chromatography. 

3. Resultados. 

3.1 Caracteristicas del complejo F,I. 

3.2 Entrecruzamiento de la IF, con el sector F, en el complejo enddgeno FI. 

3.3 Identificacion del producto de entrecruzamiento. 

3.4 Propiedades cinéticas de! complejo Fil entrecruzado 

4. Discusion. 

1, Conclusiones. 

II. Perspectivas 

5. Glosario 

6. Referencias. 

44 

46 

47 

49 

52 

54 

76 

79 

82 

83 

84 

86



  

Resumen. 

La F\FoATP sintasa es el complejo enzimatico responsable de la sintesis del 95 % 

de ATP células cucariontes, células de plantas y bacterias. En éstas ultimas también es 

responsable de mantener el potencial de membrana y la energizacifion de transporte activo 

de varios metabolitos. 

Los componentes principales de este complejo son proteinas conservadas a lo largo 

de la escala filogenética. Sin embargo, existen componentes de éste complejo particulares a 

cada reino e incluso a cada especie. Tal es cl caso de la proteina inhibidora (IF;), 

caracteristica de mitocondrias animales. Esta proteina previene la hidrélisis de ATP por el 

complejo F}FoATP sintasa en condiciones que favorecen dicha actividad. 

El estudio de las caracteristicas cinéticas del complejo FoF; es dificil debido a que 

es capacidas de unir seis nucleotidos en seis sitios diferentes de los cuales solo tres son 

cataliticos, ademas de que existe cooperatividad positiva en la catalisis y cooperatividad 

negativa en la unién de sustrato. El complejo FOF] también es capaz de catalizar la 

hidrolisis de ATP utilizando los tres sitios cataliticos 6 un solo sitio, modificando la 

concentracion de sustrato. 

El presente trabajo tiene como objetivo purificar el complejo enzimatico 

denominado F,I endégeno, obtener un complejo F)I entrecruzado y la caracterizacion de la 

actividad enzimatica de ambos. Se observé que la adicién de un paso de purificacién al 

protecolo previamente reportado resulta en un incremento de la pureza de la preparacién. El 

complejo Fit purificado con esta técnica exhibe mejores indices de activacién en 

condiciones de catalisis multisitio que el purificado con anterioridad. 

El entrecruzamiento del complejo Fi! produjo la desaparacién de la activacion de la 

catalisis multisitio que se observa en la FI no entrecruzada. En condiciones de catalisis 

unisitio se observé una actividad menor a la de 1a enzima no entreériizada. 

Utilizando pruebas histoquimicas se observo que el producto del entrecruzamiento 

(de 60 kDa) involucra a la IF); desafortunadamente no fue posible mostrar la participacion 

de la subunidad B.



  

4. Introducci6n: 

El complejo enzimatico conocido como la FoF;-ATP sintasa es el responsable del 

Ultimo paso de la fosforilacién oxidativa o de la fotofosforilacién acoplando la fuerza 

protonmotriz generada por la cadena respiratoria o fotosintética a fa sintesis de ATP. El 

proceso de la sintesis de ATP se tleva a cabo en mitocondrias, bacterias oxidativas, bacterias 

fotosintéticas y en los cloroplastos de plantas superiores. El complejo de la FoF )-ATP sintasa 

esta formado por dos diferentes dominios: 

F,, el dominio que contienen los tres sitios cataliticos del complejo. Es susceptible de 

ser solubilizado. 

Fo, integral a la membrana y responsable del paso de protones a través de ésta. 

La Tabla 1 muestra las subunidades conocidas para los complejos de bacterias, 

cloroplasto y mitocondrias animales ademas de su equivalencia. 

Debido a que el complejo de la FoF -ATP sintasa de /:. coli es el mas simple, en cuanto 

a su composicién de subunidades, ha sido tomado como modelo. En él, el sector Fo esta 

compuesto por las subunidades abzco.12, donde los subindices indican la estequiometria de la 

subunidad por complejo, mientras que el sector, F, esta compuesto por las subunidades 

OPsySe'. La arquitectura tridimensional de las subunidades aafsy en este ultimo sector se 

conoce a través de la estructura cristalografica del complejo de mitocondria de corazon 

bovino”, ademas existen estructuras de By de Bacillus PS3°*, aBy, ey 5 de E. coli **7, 

wn



  

aPy&e so Saccharomyces cerevisiae’, y aBy de Rattus norvegicus’. También existen 

Tabla 1. Composici6n de los complejos FoF ;-ATPasa de bacterias, 

cloroplastos, y mitocondrias. 

Dominio therichia coli { Cloroptasto (y cianobacteria) | Mitocondrias animales 

a a a 

B B 

Y Y 

8 

B 

Y 

8 

E 

a(oIV) 

byb’ (@lyll) 

(6 lll) 

Supernumerarias 

Fe 

IF, 

  

Composicién de los complejos FoF,;-ATPasa de bacterias, cloroplastos, y mitocondrias y su 

equivalencia relativa. Las letras griegas se asignan a fas subunidades del sector F, y las letras latinas af 

sector Fy”. 

* Debido a que la subunidad c de mitocondrias de animales no tiene contraparte en E. coli, se le 

considera supernumeraria. 
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datos de microscopia electrénica’® '', para ambos sectores F; y Fo por separado y juntos, que 

apoyan un modelo como el presentado para la FoF'\-ATP sintasa por Engelbretch” y 

respaldado por la cristalografica del complejo cial de S. cerevisiae’ (figura 1). Las 

consecuencias funcionales de este modelo se han reflejado en los mecanismos propuestos 

13, 14, 15, 16, 17 
para el funcionamiento del complejo de la FoF 1-ATP sintasa. 

  

Figura 1. (a) Modelo de Engelbretch’? (b)Trazo de carbonos alfa de la estructura 

cristalografica de S. cerevisiae’.



  

Sin embargo, ni la cristalografia o la microscopia electronica han podido definir fas 

interacciones entre las subunidades numerarias y las supernumerarias que existen en fos 

complejos FoF'1-ATP sintasa de mitocondrias de animales (ver Tabla 17"). Para éste fin, se han 

utilizado varias técnicas de entrecruzamiento de proteinas, que también han servido para 

elucidar el mecanismo de la hidrélisis de ATP por el dominio Fy'® !?:20 24-22. 80.81. 

La catalisis y sus caracteristicas han sido estudiadas principalmente en el antes 

mencionado dominio F,, también conocido como F\-ATPasa. 

La F{-ATPasa puede catalizar la hidrolisis del ATP en dos modos distintos: 

Con un solo sitio catalitico (catalisis unisitio) con una ket y Kn, con valores de 0.05 s" y 

10 nM respectivamente (valores caracteristicos de la enzima de Bos taurus). 

O, en modo multisitio, en el cual los tres sitios catalizan simultaneamente. 

A diferencia de la catalisis unisitio, la multisitio presenta una actividad 10° veces mayor 

debido a su cooperatividad positiva en la catalisis y cooperatividad negativa para la union del 

substrato en concordancia con el modelo del mecanismo de sitios alternantes cooperativos. 4 

Existen inhibidores que anulan especificamente estas interacciones cooperativas deteniendo 

fa catalisis multisitio pero sin afectar significativamente a la unisitio, por ejemplo, la azida de 

sodio y el cloruro de guanidina, ** ** ® Gracias a dichos inhibidores se ha podido disecar 

cinéticamente la catalisis unisito asi como las constantes cataliticas para la hidrdlisis del 

MgATP. 

Se ha descrito en las mitocondrias de corazon de bovino un péptido, conocido como IF, 

26 capaz de inhibir la actividad de ATPasa tanto en el complejo F,Fo como en el sector F; 

soluble. La magnitud de la inhibicion de ta hidrolisis multisitio por el IF, es incierta, asi como 

ia naturaleza de la actividad residual. Es también controversial la existencia de actividad



  

unisitio en el complejo F,I (también llamado IF)-F)). 77.84 Estos parametros son dificiles de 

estimar dado que la asociacion entre fa IF) y al F), por ser de naturaleza no covalente, 

obedece a un equilibrio de tipo: 

F< Fi + OF, 

A la fecha se han descrito proteinas inhibidoras en higado de rata, levadura y 

cloroplasto. 

Las recientes determinaciénes de estructuras cristalograficas de complejos derivados de 

la FoF)? 45% 7-®° tas observaciones de la rotacién de las subunidades y, € y el oligomero de c 

28, 29, 30, 31.32.33 agi como la necesidad de datos cinéticos precisos para la formutacion de 

modelos que describan el comportamiento del complejo FoF; han incrementado el interés en 

el mecanismo de inhibici6n mediado por esta proteina asi como en los modelos en los que se 

puede estudiar apropiadamente. 

Los antecedentes relevantes al presente trabajo derivan de estudios realizados en los 

complejos F,I de Bos taurus y Saccharomyces cerevisiae.



1.1. Bos taurus. 

L.1.t. Caracteristicas del complejo IF\-F, enddgeneo y reconstituido. 

El complejo F\I puede ser obtenido en dos formas: 

El FI reconstituido, este complejo se obtiene de la purificacion independiente del 

dominio F, y de la proteina inhibidora, para después mezclar ambos y formar le complejo FI. 

Et F\] endégeno, asi llamado debido a que se purifica de manera que la disociacion del 

complejo se minimiza. 

Gran parte de los estudios acerca del complejo Fil se han realizado con el complejo 

Teconstituido. Sin embargo existen evidencias de que ambos complejos poseen caracteristicas 

diferentes. A continuacién se mencionan algunas caracteristicas del complejo F,1 enddgeno y 

algunas propiedades del complejo F,! reconstituido que lo diferencian del enddgeno. 

Se ha mostrado que particulas submitocondriales de corazén bovino preparadas en 

presencia de Mg** y ATP (particulas submitocondriales Mg-ATP, que aun poseen proteina 

inhibidora unida a la ATP sintasa) incrementan su actividad de ATPasa de 0.4 pmol min! 

mg" de proteina a 7 mol min’ mg’ de proteina después de ser incubadas a 38 °C durante 5 

horas. Con anticuerpos contra la IF, se observé que esta-activacion correlaciona con el 

desprendimiento de la proteina inhibidora **, 

Por otro lado, con la F)1 endogena se observ6 que esta activacion podria ocurtir en 

condiciones fisioldgicas, ya que a 37 °C y pH 8.0 la enzima alcanzé su maxima actividad de 

10



  

hasta 140 jrmol min’ mg” de proteina. Esta activacion se favorece por ATP y se inhibe por 

Mg” probablemente al ser unidos al complejo, sin embargo fa fuerza idnica no modifica la 

velocidad ni la magnitud de la activacion sino que actiia impidiendo la reasociacion de la 

proteina inhibidora. * Por otro lado, la F; incubada en las mismas condiciones de 

temperatura, muestra una perdida de actividad hidrolitica dependiente del tiempo de 

incubacion y la temperatura a la que se realiza dicha incubacion. Esto quiere decir que la 

interaccién de la IF, con la F, en ef complejo Fil endégeno, ademas de inhibir la actividad, 

protege contra la inactivacién por temperatura®®. 

Los complejos reconstituidos pierden la capacidad de ser activados por alcali, respuesta 

caracteristica del complejo enddgeno. ©” 

Usando particulas de Mg-ATP expuestas a una presién de 1.7 kbar se observé una 

activacion de 2.5 veces sobre la actividad basal, sugiriendo que esta presion induce la 

liberacién de la proteina inhibidora. En las particulas submitocondriales Sephadex-amonio 

{SA), carecientes de proteina inhibidora, se observa una inactivacion al ser incubadas en las 

mismas condiciones que las particulas Mg-ATP. Si estas particulas son reconstituidas con IF, 

antes de ser sometidas a altas presiones, se protegen contra dicha inactivacion en una 

magnitud semejante a la de las particulas Mg-ATP. Este mismo efecto se observa en F; 

soluble, sin embargo, tanto para las particulas SA y como para la F, soluble, se requirié una 

proporcién 10:1 IF, contra F, para igualar la proteccién a la de las particulas Mg-ATP. 

Existen también datos de cambios en la fluorescencia (propiedad de las proteinas que 

refleja su estructura terciaria y cuaternaria) debidos a altas presiones que son diferentes para 

i 

 



. ~ oe 6 Ot) la enzima FI reconstituida que para la enddgena.™ 

Ademas se han reportado diferencias en la inhibicién sobre la hidrélisis de Mg-ATP y 

el intercambio de ATP —> Pi entre los complejos endogenos y los reconstituidos. °°. 

Otro ejemplo de las diferencias que pueden surgir al usar proteina exdgena es que en las 

particulas submitocondriales reconstituidas con IF\ (a concentraciones de I a 20 ug de 

proteina) se han observado grandes diferencias en la curva de termoactivacion respecto al 

complejo IF\-F, endégeno.™ 

Por las diferencias reportadas entre el complejo Fyl reconstituido y el Fil endégeno, 

en este trabajo se decidié utilizar el complejo enddgeno como el representativo de los 

complejos en condiciones fisiolégicas: sin embargo, la mayoria de los trabajos que se 

mencionan a continuacién se han realizado con el complejo reconstituido. 

1.1.2 Efecto del pH sobre la estructura dela LF, y correlacién con su capacidad 

inhibitoria. 

La IF, de la mitocondria de corazén de bovino ha sido clonada y purificada. Su 

estructura ha sido estudiada en funcién del pH. En un intervalo de 4.6 - 8.5 se ha observado 

que mientras el pH del medio se torna acido, decrece el contenido de a- hélice de la 

proteina inhibidora’® “*. Que el pH es un factor importante para favorecer estas 

interacciones se ha tomado como evidencia de que esta involucrada una histidina en este 

proceso, pues un perfil de pH de la interconversion entre la forma activa y la inactiva de la



    

proteina sugiere la participacién de un pK, entre 6 y 7 que esta en el intervalo de la 

histidina®’, ademas de que la modificacion quimica de varias de las histidinas destruye la 

capacidad inhibitoria de la IF; ‘7 También se han realizado experimentos de mutagénesis 

dirigida en la 1F;, mutando soto la histidina 49. Dicho residuo fue sustituido por Q, E, K, V. 

LoLy sus respectivas actividades inhibitorias fueron caracterizadas respecto al pH. Todas 

las mutaciones destruyeron la sensibilidad del inhibidor al pH, esto es, tanto a pH acido 

como a pH alcalino las IF; mutantes son capaces de inhibir a la F,, mientras que la silvestre 

solo es capaz de inhibir a pH. Acido. 

"Estos datos indican que la desprotonacién de dicha histidina es necesaria para que la 

IF; sea capaz de modular la inhibicién que ejerce sobre la F,-ATPasa.“? 

La secuencia del inhibidor de higado rata, la cual contiene solamente una histidina 

mas que la de corazon bovino (tabla 2), ha sido un modelo estudiado en su dependencia de 

estructura y funcién al pH, estos estudios han mostrado que un péptido derivado de la 

proteina inhibidora de rata, con la secuencia conservada del residuo F22 al L45 

(numeracién de la secuencia de bovino, tabla 2) es suficiente para inhibir la actividad de 

ATPasa “*. 

Por estas evidencias se ha propuesto que la IF; puede existir en dos formas 

dependiendo del pH, una forma activa a pH Acido, y una inactiva a pH basico. * Y por estas 

tnismas evidencias, se ha propuesto que la IF, se divide en dos diferentes dominios 

funcionales, uno responsable de la actividad inhibitoria y otro dominio responsable de 

regular la actividad del primer dominio, en respuesta al pH. 

Por estas evidencias se cree que la pérdida de la estructura secundaria de a-helice de 
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la IF), en respuesta a cambios de pH, es un prerequisito para que funcione como 

. we S50 
inhibidor. 

Tabla 2 

10 20 30 40 50 60 
| ! t 1 | | 

B. taurus GSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERY FRARAKEQLAALKKHHENE I SHHAKEI 
  

R. norvergicus GSDSSESMDSGAGS IREAGGAFGKREKAEEDRYFREKTREQLAALKKHHEDE IDHHSKE I 
S. cerevisiae ~SEGSTGTPRGSG-~~-SEDSFVKRERATEDFFVROREKEQLRHLKEQLEKQR-~ --KKI 

Consenso GSESS SGAG R AGGAFGKRE AEEDRYFR R KEQLAALKKHHE EI HH KEI 

70 80 

' { 
B. taurus ERLQKE IERHKQS IKKLKQSEDDD 

R. norvergicus ERLOQKQIERHKKKIKYLKNSEH-- 

S. cerevisiae DSLENKIDSMTK--~--~-~------ 

Consenso ERLQK IERHKK IK LK SE - 

Alineamiento utilizando Clustal W*’, de las proteinas inhibidoras (IF 1) mitocondriales 

de corazon bovino, higado de rata y levadura. La unica histidina diferente en la secuencia 

de rata esta sombreada en gris. Subrayada la secuencia de bovino del residuo 22 al 45. 

1.1.3, Efecto de diferentes fragmentos de fa IF, en la inhibicion. 

Con el fin de diferenciar los dominios funcionales propuestos para la IF, se han 

utilizado péptidos sintéticos cuya secuencia correspondiese a diferentes regiones de la IF, 

de bovino (ver Tabla 3). El correspondiente a los residuos 42 al 58 de la IF, de boviono 

inhibe al complejo FoF, ena membrana y a la forma F, soluble. Con este péptido, la 

inhibicién exhibe dependencia al pH, que desaparece al sustituirsele las histidinas por 

alaninas, ademas de reducir su capacidad de inhibicion.



  

Tabla 3 Fragmentos de la IF, y sus caracteristicas. 
  

14 20 30 40 48 

AVRDAGG AFGKREQAEE ERYFRARAKE QLAALKKH 
Minima regién inhibitoria. ° 

  

21 "30 40 ay 

FGKREQAEE ERYFRARAKE QLAALKK 
Region conservada ™, inhibe la F, pero no 

~ 2 . + 40 
la FoF; ni la conduccién pasiva de H”. 

  

42 50 se 

LAALKKHHE NEISHHAK 
Inhibe Ja hidrélisis de ATP en FoF), la con- 

duccion pasiva de H’ y la Fy. ® 

  

58 60 70 80 84 

KEI £RLOKETERH KQSIKKLKQS EDDD 
No se une a F;. a 

  

Histidina 49 Ha sido mutada por glutamina, glutamico, 
lisina, valina, leucina e isoleucina, alte- 

rando la sensibilidad de la proteina 
inhibidora al pH. * 

  

Serina 54, lisina 59 y lisina 65 Los residuos pueden ser acetilados tras unirse 
‘ pape * 

la proteina inhibidora a la Fy.“ 

  

Lisina 24 Se protege contra la acetilacion tras unirse la 
as 43 

inhibidora a la Fi. 

  

48 SO 60 70 80 

KKHHENE I SHHAKE I BRLOKE I ERHKOS IT KKLKQSEDDD 
Ha sido entrecruzado a la subunidad B.** 

  

  

10 20 30 40 Ha si r nla ni “a 
GSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERY FRARAKE ido entrecruzado co subunidad a. 

50 
QLAALKKHHE 

52 60 70 80 No dio producto de entrecruzamiento.™ 
EISHHAKEI ERLQKEIERH KOQSIKKLKQS EDDD 

  

  

    4851 Mini 16 9 ‘HHE N {Minima region capaz de entrecruzar con B? 

42 a7 §Minima region capaz de inhibir F,? 
LAALK 

42 50 58 iMinima‘regién capaz de inhibir FoF,, F, y 
LAALKKHHE NEISHHAK   conduccién pasiva de H" y ademas entrecru- 

zar?. 

  

Fragmentos de IF, y sus caracteristicas. Tanto ta secuencia como la numeracion se refieren a 

la proteina inhibidora de mitocondria de coraz6n bovino. 
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Otro fragmento, correspondiente a la secuencia 22 a 46 inhibe a la F, soluble pero no 

ala FoF ATPasa de SMP“. 

En contraposicion, mutantes de la IF, con ablacion del extremo amino mostraron que 

una secuencia minima capaz de inhibir corresponde a los aminoacidos 14 a 47, la cual no 

contiene a la histidina 49. 

Los fragmentos correspondientes a los aminoacidos 10 a 40 y 23 a 84 no poseen esa 

actividad inhibitoria pero si son capaces de unirse a la ATPasa y evitar la subsecuente 

union de la proteina inhibidora silvestre. Fragmentos del residuo 22 al 46 y 44 al 84 no son 

capaces de unirse a la ATPasa ni de inhibirla, mientras que de | a 9 y 57 a 84 parecen ser 

dispensables. Aunque estas evidencias sugieren que la minima secuencia que contenga 

todos los amino acidos que interaccionan de alguna manera con la ATPasa se encuentran en 

la region que va del residuo 10 a 57 ** es dificil el obtener una conclusion clara. La tabla 3 

muestra un compendio de las diferentes regiones de la IF, de bovino y sus caracteristicas, 

entre signos de interrogacion se describen caracteristicas especulativas. 

Por otro lado, Jackson y Harris © utilizando anhidrido acético marcado con '*C 07H, 

determinaron !a exposicion relativa de las lisinas y serinas (figura 1) de la IF; de corazon 

bovino en complejo con la F), de la IF; soluble y la IF, soluble desnaturalizada. 

Desnaturalizando la proteina inhibidora soluble con cloruro de guanidina, mostraron que 

existen residuos de la IF, en la forma nativa que estan mas protegidos frente al anhidrido 
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acético que en la forma desnaturalizada. En la forma nativa los residuos centrales, ¢.g. 54- 

58 muestran mayor ocultamiento frente al anhidrido, el cual decrece hacia los extremos 

amino y carboxilo. Por otro lado, ta lisina 24 decrece levemente su reactividad al anhidrido 

cuando la IF, esté en complejo con ta F, ademas que los residuos 54, 58 y 65 estan 

disponibles para ser unidos a un anticuerpo. 

HAN RHN 

A OH 

RHN. + He aL — an “t noo 

A 
H,c~ ~o 

RO 
Anhidrido acético 

Lisina HC ° 

9 RQ gun 
OH a OH 

RHN. + HC" O — + Oy 
Os H,c~ “o 

H,¢ 8 
3 

RO Anhidrido acético HW 0 
Serina 3 

Figura 1. Derivatizacién de lisina y serina por el anhidrido acético.?



  

1.1.4. Entrecruzamiento y modificacioncs quimicas por EEDQ (N-cthoxicarbonil- 

2-etoxi-1,2-dihidroquinolina), DCCD (Diciclohexilearbodiimida) y el anhidrido acético, 

Tanto en los estudios realizados por Keit et al. asi como por Beltran et al.” (con IF, 

exdégena y IF, endégena, respectivamente), se habia determinado que el complejo IF\-F, 

tratado con EEDQ, se forma una tinica unién covalente, entre la IF, y la subunidad p. Este 

reactivo es un entrecruzador de distancia cero que activa residuos con grupo carboxilos 

cebandolos para reaccionar con donadores de aminas (como las lisinas) permitiéndoles 

unirse de manera covalente sin dejar ningtin Atomo proveniente del entrecruzador (figura 

2). En el ultimo trabajo mencionado también se muestra que la subunidad B que reacciona 

con la IF, es diferente de la que reacciona con cl inhibidor DCCD (el complejo Fi fue 

tratado primero con DCCD (figura 3) y con EEDQ.) 

wt WV * up wre _ 
nee 

Gluramico N-sthoxic arbontl-2-afout-1,2-dihidro quinolina {EEDQ) 

  

~ (77 TN ponador ae amine psi ats oR. oc RL ogee 
Intermadiatlo  Anbidrido 

no 

*Y 7 oA, 
HO an 

Figura 2. Reaccién de entrecruzamiento por el EEDQ.” 
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posibles salidas: 

RO HN: 

HN RO 
Para esta reaccién hay tres 

* es 
. 9 

wa cr 4, 
H 

Glutamico Diciclohexilcarbodlimida 

{DCC} 

22 
H 

vy 

Hl 

2 —> R 
NH) HN 

a. 
RO 

HN, 
41, 

A 

Onn 
10 

RO 

“AS 
° ork 

3 i O 

“xO 
H 

Figura 3. Reacciones de un grupo carboxilo, e.g. un glutamico, con el DDCD. (1) 

Regeneracién del carboxilo, (2) entrecruzamiento con un donador amino y (3) 

estabilizacién de un derivado unido covalente. * 

. . . a 4 
En estrecha relacién con los experimentos anteriores Laikind, et al. ? usaron el 

EEDQ en la F, y (°H]-alanina como donador de grupo amino y trataron de determinar con 
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cuales residuos reacciona el EEDQ y si éstos coincidian con el que derivatiza el DCCD. En 

presencia de EEDQ, la anilina se unié covalentemente a tres diferentes glutamicos: aE399, 

BE199 y BE341, pero soto la unidn covalente en BE199 correlaciona con la inactivacion de 

la F). Lo anterior permitio concluir que ambos reactivos, el EEDQ y el DCCD, reaccionan 

con el mismo glutamico, el BE199. Sin embargo, no excluye la posibilidad de que la IF; 

pudiese ser entrecruzada con cualquiera de los otros dos glutamicos, aE399 6 BE341. 

La dependencia al pH para la inactivacion por EEDQ muestra que el residuo de 

aos a oe : 43 
glutamico debe estar protonado para hacer posible la reaccion de entrecruzamiento. 

Es importante sefialar que cuando se usa proteina inhibidora exogena junto con F; y se 

entrecruzan con EEDQ se puede dar lugar a un producto covalentemente unido tanto a la 

subunidad c@ como a la subunidad f. *' En un caso en particular, se determind que el 

entrecruzamiento de la IF, con fa B tuvo lugar en un glutamico de la region DELSEED **. Sin 

embargo, el uso de IF; exdgena puede producir complejos IF|-F, con estequiometrias 

diferentes de la fisiolégica de 1 mol de IFi/ 1 mol de F), lo cual hace estos resultados 

inciertos. 

Con estos antecedentes se consideré importante continuar la caracterizacion de la 

interaccion de la IF; en complejo con la F, utilizando como entrecruzador al EEDQ. 
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1.1.5. Mecanismo de inhibicién de la LF. 

Hay dos mecanismos propuestos para la inhibicion de la actividad de la ATPasa por 

ta IF): 

(i) La inhibicidn de la fijacion del Mg-ATP. 

(ii) La inhibicién de fa liberacion del Mg-ADP, producto de la hidrélisis de MgATP. 

La inhibicion de la salida de! ADP-Mg es la mas aceptable debido principalmente al 

hecho de que se requieren varios ciclos cataliticos para obtener la inhibicién por la IF. 0 

también se ha visto que la IF; es un inhibidor acompetitivo del Pi y de analogos del ATP.*® 

54 Cabe mencionar que la inhibicion histerética®® ® de ta hidrdlisis por ADP es aditiva a la 

de IF, en el caso de las mitocondrias de corazon de cerdo. 5 

El como interactua la proteina inhibidora con ta F; es aun especulativo ya que en las 

estructuras de rayos X disponibles de la F; sdlo son visibles las subunidades a3B3 y y no se 

ha cristalizado el complejo F)-IF). La determinacin de la estructura cristalografica de la 

proteina inhibidora se ha visto impedida por su tendencia a oligomerizarse. Se piensa que 

su interaccién con el complejo F; esta dada a través de una region DELSEED de la 

subunidad 8 >, °°. De cualquier manera, se sugiere que su asociaci6n esta intimamente 

ligada a la estructura cuaternaria del complejo, ya que modificaciones de un residuo de 

triptofano en la subunidad ¢ de F, de coraz6n bovino, el cual solo es derivatizable cuando la 

IF, se encuentra asociada a la Fy, resulta en una activacién de la hidrdlisis es decir que la 

presencia de la IF, modifica la conformacion de la subunidad s. 7 
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1.2. Saccharomyces cerevisiae. 

En FaF,ATPasa de mitocondrias de levadura existen tres proteinas inhibidoras: el 

inhibidor (tabla 2) de 1a ATPasa, la proteina 9K y fa proteina ISK. En este sistema, tanto la 

IF; como la proteina 9K ” se unen al sector F; y lo inhiben. Ambas requieren la hidrdlisis 

previa de Mg-ATP.* En el complejo FoF 1a proteina 15K estabiliza la union de 9K e IF, al 

mismo tiempo y de manera no competitiva. La eliminacién de cualquiera de éstas proteinas 

del genoma de la levadura previene la inhibicion total y estable de la actividad hidrolitica 

de la FoF, ATPasa en condiciones desacoplantes “, pero no afecta la actividad de sintesis de 

ATP. 67,68 

En el modelo de S. cerevisiae, se ha podide determinar el residuo de fa subunidad 

8 donde esta siendo entrecruzada con la IF, utilizando EEDQ. 

1.2.1 Entrecruzamiento con EEDQ (N-ethoxicarbonil-2-etoxi-1,2- 

dihidroquinolina). 

En la levadura también se ha utilizando el complejo F,I reconstituido asi como el 

entrecruzamiento con EEDQ, para definir los residuos de interaccion entre la IF, y el 

dominio.F;. - 

Obteniendo fragmentos de la IF, correspondientes a la secuencia que va de residuo | 

al 51, del 52 al 84 y del 46 al 84 (tabla 2), mediante protedlisis, se mostré que unicamente 

el primero es capaz de inhibir la actividad del F,. Este fragmento solo entrecruza con la 
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subunidad a. Ni el fragmento 46 a 84 0 el 52 a 84 pudieron inhibir al Fy, el primero con la 

subunidad § mientras que el segundo no did producto de entrecruzamiento. “ 

A pesar de que en este modelo el inhibidor ha sido entrecruzado con las subunidades 

ay B de Fi, esto parece ser consecuencia del uso de IF; exdgena. 

Ichikawa et al. ©, utilizaron un complejo reconstituido en el que emplean cerca de 6 

molas de IF; / mol de F), para definir el sitio de entrecruzamiento de la IF, con la Fi. 

Secuenciando los productos de una digestidn parcial se concluyé que es la region 

correspondiente a la secuencia BP334-D363 (subunidad B, residuos 334 a 363), 

probablemente con el aspartico 363, donde sucede el entrecruzamiento. No se pudo 

determinar la secuencia de la region del IF, donde se entrecruzo. Esta region corresponde a 

1a secuencia P320-D349 de la enzima de mitocondria de corazén de bovino. 
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OBJETIVOS: 

A. General. 

Obtener un complejo FI endégneno de gran pureza para estudiar las interacciones de 

la IF, con ta F; y los efectos de dichas interacciones 

B. PARTICULARES. 

1, Mejorar la eficiencia de la metodologia existente de purificacion del 

complejo F;1 endégeno. 

2. — Identificar las subunidades de la F, que interaccionan con fa IF en el 

complejo F\I endégeno. 

3. Estudiar las propiedades cataliticas del complejo F)1 en condiciones 

multisitio y unisitio. 
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2. MATERIALES Y METODOS 

2.1 Obtencién de mitocondrias de corazon bovino.”" 7” 

Se limpia el corazén de tejido conectivo, grasa y coagulos de sangre y se corta el 

musculo en tiras de 2 a 4 cm de ancho. Se muele la carne en un molino de carne. 

Generalmente se obtienen de 400 a 600 g de carne de un corazon de tamaiio regular. 

Se adicionan 4 litros de amortiguador A por cada kg de carne molida y se ajusta el pH 

a 7.4 con Tris saturado (generalmente se requieren de 10 a 15 ml de Tris saturado por cada 

2 kg de carne). Este paso se debe realizar burbujeando nitrogeno a las muestras. Se ficua 

durante 90 segundos y se ajusta nuevamente el pH a 7.4 con Tris saturado, se requiere mas 

o menos un volumen de 10 a 15 ml por cada 2 kg. de carne. Se coloca el licuado en botellas 

de centrifuga de 500 ml de capacidad y se centrifuga a 2500 r.p.m. (1100 x g) durante 10 

minutos a 4 °C utilizando el rotor JA-10 6 el rotor GS- 3. El sobrenadante se decanta a 

través de una gasa triple colocada en un vaso de 5 litros. El precipitado se deshecha, E1 

filtrado se centrifuga a 10000 r.p.m. (16000 x g) durante 10 minutos a 4 °C, utilizando el 

rotor JA-14 6 el rotor GSA para botellas de 250 ml. Fl precipitado obtenido son las 

mitocondrias, las cuales se resuspenden en 500 ml del amortiguador B por cada kg de came 

molida. Se recentrifuga la suspension a 2000 r.p.m. (600 x g) a 4 °C utilizando el Rotor JA- 

14 o el rotor GSA. Se descarta el precipitado blanco rojizo que contiene miosina. El 

sobrenadante se recentrifuga a 10000 r.p.m. por 15 minutos a 4 °C. Se descarta el 

sobrenadante. 

 



  

Nota: El precipitado esta formado por una capa superior que son las mitocondrias 

ligeras y una pastilla fuertemente pegada al fondo de la botella y de color mas obscuro, que 

son las mitocondrias pesadas. Las mitocondrias ligeras se obtienen agitando el contenido de 

la botella, decantando y enjuagando con unos mililitros de sacarosa 250 mM. Después de 

este paso, las mitocondrias pesadas se resuspenden en el minimo volumen posible (2 a 5 ml 

por botella) de sacarosa 250 mM. Se homogeneizan por separado los dos tipos de 

mitocondrias y se determina proteina por método de Biuret con alicuotas de 20 ul y en 

presencia de desoxicolato de sodio 0.33 %. Estas mitocondrias se pueden usar 

inmediatamente o almacenar en alicuotas a -70°C. Si las mitocondrias se van a almacenar 

es recomendable que estén muy concentradas (50 a 70 mg/ml). En estas condiciones las 

mitocondrias pueden permanecer almacenadas por lo menos 6 meses sin perder sus 

propiedades. 

Notas: La fracciones de mitocondrias pesadas, generalmente se usan para estudios 

directos en mitocondrias, asi como para la preparacién de particulas submitocondriales 

acopladas (como las Mg-ATP). Las mitocondrias ligeras se emplean con mas frecuencia 

para la extraccién o purificacién de componentes mitocondriales, o para la preparacion de 

particulas submitocondriales desacopladas (como SMP-EDTA, SMP-Amonio-Sephadex, 

SMP-Klein, etc.). : 

Si se quiere tener una fraccién de mitocondrias pesadas libre de ligeras, se deben 

lavar por resuspension y por recentrifugacion por lo menos 3 veces con 10 volumenes de 

amortiguador B después de separarse, o hasta que no se detecten mitocondrias ligeras en el 
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precipitado. Un procedimiento similar se debe seguir si se requicren mitocondrias ligeras 

libres de mitocondrias pesadas. 

Precauciones: El procedimiento mecanico para obtener mitocondrias de tejido debe 

ser tan suave como sea posible para preservar la integridad de la mitocondria y su grado de 

acoplamiento. Se sabe que atin las mitocondrias pesadas de corazon de res pierden parte del 

citocromo c y de fa creatina cinasa. Es muy importante ajustar correctamente el pH del 

medio en que se preparan las mitocondrias, ya que de esto dependen las propiedades 

diferenciales de sedimentacion entre mitocondrias ligeras y pesadas. A valores de pH 

acidos la separacidn entre los dos tipos de mitocondrias es pobre, en tanto que a valores de 

pH alcalinos la separacién es buena, pero se dajia la actividad enzimatica de las dos 

fracciones mitocondriales. 

REACTIVOS: 

Amortiguador A : 

Sacarosa 250 mM 

Tris 5mM 

EDTA {5 mM pH 7.4 final, ajustado con HCI 

Amortiguador B: 

Sacarosa 250 mM 

Tris 5 mM 

27



  

Sacarosa: 

Sacarosa 250 mM 

2.2 Obtencién de particulas Mg ATP (SMP-MgATP) 

Las mitocondrias pesadas, preparadas como se indica en la seccidn 2.1, se 

resuspenden a 20 mg/ml en Medio I. Su pH se ajusta a un intervalo de 6.9 a 7.1 con KOH, 

después, en lotes de 15 ml, las mitocondrias se sonican durante 45 segundos. Justo antes de 

sonicar, se agrega el ATP al Medio I. 

Después de sonicar se centrifugan las mitocondrias a 12,000 r.p.m. por 15 minutos a 

4 °C. Se guarda el sobrenadante (SN)), mientras que los paquetes se resuspenden en Medio 

1a la mitad del volumen original. Se ajusta el pH de la resuspension con KOH a un 

intervalo de 6.9 a 7.1 y se sonica en lotes de 15 ml por 45 segundos. Posteriormente se 

centrifugan a 12,000 r.p.m. a 4° C por 15 minutos y se recupera e! sobrenadante (SNz). 

Se juntaron el SN; y el SN2 y ambos se centrifugan a 45,000 r.p.m. por 45 minutos a 

4°C. El paquete obtenido de esta centrifugacion se lava con un volumen equivalente de 

sacarosa 250 mM. Se centrifuga a 45,000 r.p.m. por 45 minutos a 4 °C. El paquete se 

resuspende a 10 mg/ml en Medio Il y se centrifuga a 45,000 r.p.m. 30 minutos, tras lo cual 

se guarda el paquete de particulas submitocondriales Mg-ATP (Mg-ATP SMP) a 

78°C. 
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Medio I Medio I 

Sacarosa 250 mM Sacarosa 250 mM 

ATP 6 mM MES-Tris 10mM pH 6.8 

Acetato de Mg . 6mM KCI 100 mM 

2.3 Obtencién def complejo F;l enddgeno. 

E! paquete de SMP-MgATP (250 mg de proteina) se resuspende a 10 mg/ml en 25 ml 

de sacarosa 250 mM sin ajustar el pH y se sonica 30 minutos manteniendo la temperatura 

en un intervalo de 10-15 °C. Después de sonicar se afiade MES-Tris pH 6.8 a una 

concentracion final de 10 mM y ADP a concentracién fina! de 200 |M tras lo cual se 

centrifugan a 45,000 r.p.m. por 30 minutos a 4 °C. Se guarda el sobrenadante (SN). El 

paquete se resuspende en 20 ml de sacarosa 250 mM. Se sonica 15 minutos manteniendo la 

temperatura en un intervalo de 10-15 ° C. Se centrifuga a 45,000 r.p.m. por 30 minutos a 4° 

C. Se guarda el sobrenadante (SN:), Se juntaran los sobrenadantes SN, y SN2 y se 

centrifugaran 60 minutos a 45, 000 r.p.m. El sobrenadante se aplica a una columna de 

Sepharosa-hexil amonio (de 5cm x lem) equilibrada previamente con 40 ml de Medio III, 

se lava con 100 ml de Medio ILI y se eluye con Medio III mas 500 mM KCL y se colectan 

en fracciones (en tubos en hielo) de aproximadamente 3 ml por tubo. Posteriormente se 

determina la concentracién de proteina de cada uno de los tubos con el método de Bradford 

leyendo a 595 nm, en celda de plastico. Se seleccionan y se juntan las fracciones que 

contienen proteina. 
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Mientras se agita la mezcla de las fracciones que contienen proteina en un baiio frio, 

se les afiade sulfato de amonio sélido a 50% de saturacién (313 mg/ml). 

Se centrifuga por 30 minutos a 15,000 r.p.m. a 4°C y se resuspende en 200 tl de 

Medio Iit. Esta ultima resuspension se centrifuga en tubos Eppendorf por cinco minutos. El 

sobrenadante se reparte en alicuotas de 50 litros y se guarda a —75 °C. 

Medio Ill 

Sacarosa 250 mM 

MES 10 mM pH 6.8 con HCI 

ADP 200 mM 

2.4 Activacion de Fyl. 

La determinacion de !a curva de activacidn se realiza determinando la actividad de 

ATPasa de complejo FI 6 Fi tras su incubacién en medio de activacién, a 40 °C, durante 

diferentes tiempos. A los tiempos indicados se toma una alicuota de la enzima en medio de 

activacion y se diluye en medio de actividad en una celda de espectro fotametro. El medio 

de actividad contiene sustrato para la ATPasa asi como sustratos para las enzimas 

acoplantes. La actividad se determina siguiendo la desaparicién del NADH a 340 nm. 
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Medio de Activacion 

Concentracién 
Final 

ATP pH 8.0 10 mM 

Tris-SO4 pH 8.2 50 mM 

EDTA pH 8.0 1.5 mM 

KCI 100 mM 

Medio de Actividad: 

Medio de AlPasa 

MgSO4 3 mM 

Tris-SO, pH 8.0 20 mM 

KSO, 30 mM 

Por 2.9 ml de medio de actividad se 

afiade: 

Concentracion Final 

ATP 3 mM 

PEP 1.5 mM 

NADH 15 mM 

PK 3 unidades 

LDH 3 unidades 

El NADH se debe usar preferentemente fresco para cada experimento y ademas debe 

agregarse a la celda justo antes de iniciar la determinacion. 

Nota: Para determinar la actividad en el tiempo 0, se toman de 5 a 10 11 del medio 
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mas la enzima justo después de mezclarse y se agrega al Medio de Actividad. 

La actividad se calculé con la siguiente formula: 

AAsan / min 
umolas min mg! = 

& * mg de enzima / ml de mezcla de reaccién 

AA™ significa cambio de absorbancia a 340 nm. 

e Coeficiente de extincién micromolar del NADH, 6.22 pmol mi". 

La determinacién de actividad, a 340 nm ,se realiza mediante las siguientes 

reaccione acopladas: 

Fl 
1. ATP ADP + Pi 

  

PK 
2. ADP +PEP ATP + Piruvato 

    

3, Piruvato + NADH Lactato + NADT 

2.5 Determinacién de proteina por Acido Bicinconinico (BCA). 

Se utilizé el kit de Pierce. 

Para la determinacion de la concentracién de proteina por este método se requiere 

realizar una curva de concentracién estandar, utilizando una solucion de proteina de 

32 

 



concentracién conocida. Se utiliza albumina de suero bovino (BSA) cuya concentracion es 

de 2 mg/ml. Se determina la absorbancia de este estandar para 5 concentraciones diferentes 

de proteina (e.g. 5, 10, 15, 20, 25 g/m!) y efectuando una regresion lineal sobre los valores 

de absorbancia obtenidos.contra la concentracién de proteina se obtiene una recta a la cual 

se puede interpolar la concentracién de la muestra problema. Se tomé un volumen de la 

muestra o del estandar y se Ilevo a 50 pl con HO. A este volumen se le agregé | ml de una 

mezcla 1:50 de los reactivos A y B, respectivamente, del kit. Después de esta adicion se 

incubé a 30 °C durante media hora, o a temperatura ambiente por dos horas. Se leé 

absorbancia a 562 nm. 

2.6 SDS-PAGE de von-Jagow ”. 

Esta técnica de SDS-PAGE permite separar a las proteinas en base a la carga que les 

confiere el dodecilsulfato de sodio (SDS) y de manera aproximada a su peso molecular. La 

resolucién de esta técnica es alta para proteinas entre 50 y 5 kDa, pero baja arriba de 

50kDa. 

Para preparar este tipo de geles se montan los cristales de la camara de electroforesis, 

procurando que sellen y no presenten fugas. Se prepara el gel separador y con ayuda de una 

pipeta Pasteur, se vierte la mezcla dentro de la camara llenando % partes de ella, Con 

cuidado, se agrega una capa de H20 a la superficie del gel para asegurar su gelificado 

horizontal. Se recomienda dejar getificando toda la noche, a 4 °C. 

Una vez gelificado el separador, se remueve el agua y se colocé sobre la camara el 
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peine con los carriles deseados. El yet concentrador se vierte en la camara con una pipeta 

Pasteur hasta que se alcanzé el borde de la camara, se procuré no dejar burbujas. Una vez 

gelificado, se retira el peine y se monta la camara de cortida. La camara interna se llena de 

amortiguador superior y la externa de amortiguador inferior, se procura cubrir el filamento 

de platino. Las muestras se preparan mezclando volumen a volumen la muestra de proteina 

(concentracién de entre 5 wg a 25 ig) y la mezcla de desnaturalizacion. Cada muestra se 

vierte en el carril con ayuda de una jeringilla, la cual se enjuaga previamente tres veces en 

la mezcla de desnaturalizacién. 

Acrilamida 30% (100 ml): 

Acrilamida 30 gr. 

-bis acrilamida 0.938 gr. 

Amortiguador de pH para el gel 

(400 ml): 

Tris 36.34 gr 

HCl 8.28 gr. 

SDS 0.3 gr 

Amortiguador de pH inferior, 

anodo (+) (1 litro): 

Tris/HCl 24.06 gr. 

pH 8.4 

Amortiguador de pH superior, 

cAtode (-) 

(1 litro): 

Tris 12.11 gr. 

Tricina 17.93 gr. pH 8.25 

SDS l gr, 
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Gel 16 % Gel4a% 

(separador) (concentrador) 

Acrilamida . 3.2 ml 0.533 ml 

Amortiguador 2.0 ml [ml 

Glicerol 0.8 ml 2.466 ml, 1,0 en lugar de 

glicerol 

Persulfato de amonio 10% 30 ul 30 ul 

TEMED 3 ul 3 ul         
  

Los geles preparados con ésta técnica se corren a 80 mV por | hora y después se les 

aumenta el voltaje a 120 mV por 3 6 4 horas. Esta técnica se emplea en los minigeles para 

las camaras Mini Protean de BioRad. 

2.7 Mezcla de Desnaturalizaci6n. 

H,0 3.0 ml 

Tris-HCl pH 6.8 1.0 ml 

Glicerol 1.6 ml 

SDS 10% 1,6 ml 

8-mercaptoetanol 0.8 ml 

0.5 % Azul de bromofenol 0.4 ml 

Urea 3 %



Una vez juntas las muestras con la mezcla de desnaturalizacién se dejaron incubar 

entre 5 y 15 minutos antes de ser puestas en el gel. Esta mezcla de desnaturalizacién sirve 

para dar una mayor densidad a la muestra de proteina, ademas de desnaturalizarla gracias a 

la presencia de la urea, reducir puentes disulfuro por el 2-mercaptoetanol y el seguimiento 

del frente del la elucién por el azul de bromofenol. 

2.8 Tricine SDS-PAGE.”* 7576 

Los geles preparados con esta técnica poseen alta resolucién para proteinas entre 70 y 

5 kDa. 

Para preparar este tipo de geles, se montan los cristales de la camara de electroforesis, 

procurando que sellen y no presenten fugas. Se prepara el gel separador y con ayuda de una 

pipeta, se vierte fa mezcla dentro de la camara llenando % partes de ella. Con cuidado, se 

agrega una capa de isobutanol a la superficie del gel para asegurar su gelificado horizontal. 

Se recomienda dejar gelificando toda la noche, a 4 °C. Una vez gelificado el separador, se 

remueve el isobutanol y se coloca sobre la camara el peine con los carriles deseados. E! gel 

concentrador se vierte en la camara con una pipeta hasta que sc alcanza el borde de la 

camara, procurando no dejar burbujas. Una vez geliticado, se retira el peine y se monta en 

la camara de corrida, La camara interna se llena de Amortiguador Superior y la externa de 

Amortiguador Inferior, procurando cubrir el filamento de platino. Las muestras se 

prepararan mezclando volumen a volumen la muestra de proteina (concentracion de entre 

15 ug a 25 yg) y la mezcla de desnaturalizacion. Cada muestra se vierte en un carril con 

ayuda de una jeringilla, enjuagada previamente en la mezcla de desnaturalizacion. 
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Materiales 

AB mix (mezcla acrilamida- 

bisacrilamida) 

495 %T,3%C 

48 g acrilamida, 1.5 g bis, a 100 ml. 

Amortiguador de pH del anodo 

a.Tris 0.2M pH89 

Amortiguador de pH del catodo 

a. Tris 

b. Tricina 

c. SDS 0.1% 

0.1M pH 8.25 

0.1M 

Amortiguador de pH del gel 

a. Tris 

b, SDS 

3.0M pH 8.45 

0.3% 

  

Gel concentrador Gel espaciador Gel separador l 

  

  

  

  

  

  

volumen final de:         

4% T,3 %C 10% T,3% C 16.5%T, 3%C 

Solucién 49.5% T, Iml 6.1 ml 10 ml 

3% C 

Amortiguador del ge! 3.1 ml 10 ml 10 ml 

PSA 10 % 100 jul 100 pl 150 pl 

TEMED 10 ysl/ $2.5 ml 10 ul/ 30 ml 15 ul/ 30 ml 

Glicerol 4 gramos 

~ Agrego H20 para 12.5 ml 30 ml 30 ml   
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% T =concentracién de acrilamida. 

%C=concentracion de bisacrilamida. 

Estos geles se corren a 50 mA. Se corren durante 12 0 14 horas a 4° C. 

Estos geles se preparan en el formato “slab” de mayor tamafio que los minigeles, dando 

mayor resolucién para las bandas de alto peso molecular. Se utilizan para las 

inmunotransferencias. 

2.9 Tincién por azul de Coomasie para geles de poliacrilamida. 

Inmediatemente después de sacar el gel de la camara de electroforesis, se sumerje en 

la solucién de azul de Coomasie y se deja en agitacién por una hora. Después de esto, para 

destefiir el fondo y dejar las bandas de proteina intactas, se pasa a Acido acético al 10% y se 

agita durante toda una noche. 

Azul de Coomasie (1 litro): 

Coomassie Brilliant Blue R-250 500 mg 

Isopropanol 250 mt 

Acido Acético Glacial 100 ml 

H,0 650 ml 
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2.10 Tincién por plata para geles de poliacrilamida. 

El gel se fija con solucién fijadora por!0 minutos. Después se lava dos veces con 

agua destilada por 5 minutos. Posteriormente se sumerje en solucién de pretratamiento 

durante 1 minuto. Se enjuaga dos veces con agua destilada y se somete a un bafio en 

solucién de plata durante 15 minutos. Se enjuaga con agua destilada y sumerge en un bafio 

de solucién reveladora. La reaccién se detiene con acido citrico 2.3 M. Después se lava con 

agua destilada por 10 minutos y se deja secar en solucion 10 % EtOH + 4 % glicerol. 

Solucién fijadora (1 litro): 

MeOH 40 % 400 ml Solucién de Plata (1 litro): 

Formaldehido 5% 50 ml AgNO; 0.1 % 1g 

Sotucién Reveladora (I litro): 

Solucién de NaCO,;3% 30g 

Pretratamiento (1 litro): Formalina 0.05 % | ml (se agregd 

Na2$203.5H20 0.02 % 0.2 g fresca). 

Na2S203.5H20 0 0004 % 

Nota: Este protocolo solo sirve.para minigeles. 

cS)



  

2.11. Electroforesis azul nativa.”® ”° 

Esta técnica permite separar protcinas o complejos de proteinas en su estado nativo 

de manera proporcional a el peso molecular de dichas proteinas 0 sus respectivos 

complejos. 

Materiales 

AB mix (mezcla acrilamida- 

bisacrilamida) 

48 g Acrilamida en 100 mi 

1,5 g de bisacrilamida en 100ml 

Amotiguador de pH del catodo A (4°) 

(4°) 

Tricina 50 mM 

Bis-tris HCI 15 mM 

Serva Blue G 0.02% 

pH 7.0 
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La camara se armé de acuerdo a la 50 

seccion 2.6 y 2.8. 

Amortiguador de pH del gel (4°) 

Bis-Tris 150 mM 

pH 7.0 

Amortiguador de pH del anodo 

Bis-Tris HCl 

pH 7.0 

50 mM 

Mezcla de carga 

15% glicerol 

mM Bis-Tris HCt 

pH 7.0 
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Sample gel 4% 6% 13% 

AB mix 0.5 ml 2.5 ml 4.7 ml 

| Bufferdelgel | - 2mi 7m! 6 ml 

Glicero} - - 3.62 

PSA 10% 50 tt 90 yl 60 pl 

TEMED 6 pl oul 6 ul 

Votumen total 6 mi 21m 18 ml             
La electroforesis se inicia a 100 V hasta que el frente del colorante alcance el gel 

separador y luego se lleva hasta 500 V y 15 mA por 3 6 6 horas. Puede dejarse a 200 V toda 

1a noche. 

2.12 Entrecruzamiento de F;{f endégena utilizando EEDQ. 

El medio unisitio con ATP y la enzima se incuban por 30 minutos. Se adiciona ef EEDQ, 

disuelto en metanol, y se incuba por 30 minutos mas. La reaccion se detiene centrifugando 

ia muesta por 30 segundos a 3,000 r.p.m., en columnas de Penefsky (hechas con una 

jeringilla de insulina de 1 ml, cargada con Sephadex 50 fine) equilibradas con Medio 

Unisitio. Una vez descongelada y filtrada la enzima, se deja a 4° C excepto donde se 

indique. 

Al



Materiales: 

Concentracién final 

Medio unisitio 
ATP 3 mM 

K HPO, 2mM 

EEDQ 10 mM 

MOPS 40 mM 

MgCl 10 mM 

Enzima 60 pg 
pH 6.8 

2. 13 Determinacién de actividad de ATPasa en condiciones unisitio. 

La reaccién de ATPasa se arranca con la adicion de Ja proteina a un tubo de ensayo 

que contenga el Medio Unisitio a 25 ° C, ef ATP marcado radiactivamente, y en caso 

necesario, el (los) inhibidores. La reaccién de hidrélisis de ATP se detiene, a diferentes 

tiempos, con la adicion de acido tricloroacético (12% final). 

Medio de reaccion 

Medio de unisitio ATPy”?P 0.3 uM 

Concentracion Proteina 37 we/ 100 pl (1M) 
final 

: Inhibidores: Concentracién 
K HPO, 2mM final 

MOPS 40 mM Azida 25 mM 

MgCh 10 mM Guanidina 50 mM 

pH 68 

 



Nota: Cuando se incluye azida en el ensayo, la azida, cl medio unisitio y la enzima 

(F1, Fil 6 Fil entrecruzada) se mezclan y se incuban por 15 minutos antes de iniciar fa 

reaccion de hidrdlisis. La reaccin se inicia con la adicin de ATP radiactivo. 

Cuando se incluyé guanidina, esta se mezcla con el medio unisitio y la enzima, 5 

segundos después de mezclarlos se arranca la reaccién con el ATP radiactivo. 

Cuando se usaron ambos inhibidores , la azida, la enzima y el medio unisitio se 

incuban juntos por 15 minutos, se agrega después la guanidina y 5 segundos después se 

inicia la reaccion con Ia adicion del ATP radiactivo. 

Para determinar el ATP hidrolizado, se procede como se indica a continuacion. 

La fase acuosa se extrae de 3 a 4 veces con el medio de extraccién, esta fase es la que 

contiene el ATPy"?P remanente de la hidrdlisis. Una alicuota de la fase se aplica sobre 

papel filtro y se seca con luz roja. Posteriormente se colocan los papeles con la muestra en 

viales con liquido de centelleo procurando que cubra por completo el papel. Las cuentas 

por minuto representan el ATP que no se hidrolizs. 

Medio de Extracci6n de Pi: 

Molibdato de NH; 3.3% en H2SO4 3.75 N 500 tut. 

Acetona 200 ul. 

Isobutanol-benceno 1:1 saturado con H,0 tml. 

43 

 



Liquido de centelleo (Bray) 

PPO 0.55% 

POPOP 0.0125% 

Tolueno 

E! porcentaje de hidrolisis se calcula tomando como [00% las cuentas totales de la 

mezcla de reaccion sin enzimas, extraidas en paralelo con las muestras con enzima. 

2. 14 Inmunoréplicas. 

Se realiza con un gel de poliacrilamida SDS, con 20 a 30 jug de proteina, ya sea FI, 

IF, 6 F\I entrecruzada. Se incuba en amortiguador de transferencia, durante 30 minutos o 

una hora. Usando guantes, se saca el gel del amortiguador, se corta en tiras, una por carril 

marcando el borde inferior. Un carril se tiie con Coomasie como control. Se corta papel de 

nitrocelulosa o inmobilon det tamaiio de las tiras del gel. Dicho papel se moja en el 

amortiguador de transferencia. En la rejilla de transferencia se coloca una esponja gruesa 

previamente empapada de amortiguador de transferencia y encima un papel filtro mojado. 

Sobre este papel se colocan las tiras del gel y encima del gel se colocan las tiras de papel de 

nitrocelulosa a las que se transferiran las bandas de proteina, procurando no dejar burbujas 
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entre el gel y et papel. Se pone otro papel filtro, otra esponja y se cierra la rejilla. La rejilla 

se inserta en la camara de transferencia y se lena de amortiguador hasta la sefial de Ilenado. 

La camara de transferencia se conecta a un bafio de temperatura a 4° C. En el fondo de la 

camara se coloca un agitador magnético y se pone en funcionamiento. 

La transferencia se realiza a 400 mA durante cuatro horas. 

Usando guantes, se sacan las tiras del gel y se lavan las tiras de papel de nitrocelulosa 

con TBS por cinco minutos, dos veces, agitandolas. 

Las tiras de nitrocelulosa se sumergien cn 3% de gelatina en TBS (para solubilizar la 

gelatina se calienta brevemente, después de lo cual debe dejarse enfriar antes de usarse) 

durante 5 horas, o toda la noche, en agitacion. Se lava dos veces con TTBS cinco minutos 

cada tira de papel. Posteriormente se coloca el primer anticuerpo (ya sea anti-B 6 anti-IF)) 

en una solucién de 1% de gelatina en TTBS y se incuba 5 horas (la dilucién a la que se usé 

cada anticuerpo dependio del origen de cada uno asi como de su titulo). Se lavan con TTBS 

dos veces por cinco minutos. Se adiciona el segundo anticuerpo (Ig anti-conejo acoplada a 

fosfatasa aicalina, dilucién 1:3000) en una solucién de 1% de gelatina en TTBS, y se agita 

durante 4 9 5 horas. Las tiras de nitrocelulosa se lavan dos veces en TTBS cinco minutos. 

Se agrega a cada tira de 20 a 30 ml de una solucian de NaHCO; 0.1 m, MgCl, ImM, pH 

9.8, después se le agrega de 200 a 300 ml de BCIP y de 200 a 300 ml de NBT. Se espera a 

que aparecieran las bandas, debido a la reaccidn de la fosfatasa alcalina, y en cuanto se 

obtiene la coloracién adecuada se lava dos véces con agua bidestilada. 

Las tiras reveladas se guardan en la obscuridad y en refrigeracion.



Amortiguador de Transferencia TTBS (Tris-Tween buffer 

Concentracion solution) 

final 
Tris-HCI(pH 7.5) 20 mM 

Tris 25 mM 

NaCl 05M 

Glicina 192 mM 
Tween-20 0.05% 

Metanol 20% 

SDS 0.1% 
BCIP 

30 mg en 4 ml de DMF 

TBS (Tris buffer solution) 

Concentracion 
final NBT 

Tris-HCi(pH 7.5) 20 mM 60 mg en 2,8 ml de DMF y 1.2 de 

NaCl 05M H,0. 

2.15 Determinacién de proteina por el método de Biuret. 

El reactivo de Biuret se prepara disolviendo 1.5 g de CuSQ4'5H20 mas 6 gr de 

tartrato de sodio-potasto en 500 ml de H2O hervida por lo menos 20 minutos. Se le afiaden 

300 ml de NaOH al 10% preparado también con HO hervida. Se afora a un litro. 

Se utiliza como estandar una solucién de albumina calibrada previamente. La 

calibracién del estandar de albumina (BSA) se realiza leyendo proteina a 280 nm (UV. 

usando celdas de cuarzo) tomando 10 ulitros de la solucién de albumina. Se utiliza el valor 

de ¢ = 0.667 mg/ml. Se lee primero el blanco de agua y luego la albimina, a la lectura de 
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esta ultima se le resta la del blanco y se us@ & para saber la concentracién de proteina. 

Para la determinacién de proteina se agregé primero un volumen de la muestra (entre 

25 y 100 pl). 

Se agregan 0.2 ml de DOC 1% 

Se afora a 0.8 mi con H2O0 

Se agregan 2 ml de reactivo de Biuret, al mismo tiempo para todos los tubos. 

Como estandar se utiliza BSA de 18.25 mg/ml, se lee absorcién a 540 nm después de 

20 0 30 minutos 

2.16 Purificacion de F;l con columna de Superdex 200 en Fast Protein Liquid 

Chromatography. 

En un FPLC system de Pharmacia® Biotech se utilizé una columna de filtracién en 

gel Superdex 200, con limites de exclusion de 1.3 x 10° para proteinas globulares y un 

intervalo de separacion de 10,000-600,000 Daltones (recomendado por el fabricante, 

Pharmacia®). 

El flujo durante los !avados de la columna, durante el paso de los estandares y la 

muestra fue de 1 ml/min. Se colectan fracciones de 0.6 ml. 

El amortiguador usado, Mes-Tris pH 6.8 50 mM, de filtrado previamente. La 

 



  

columna se equilibra con 100 ml del amortiguador. Para asegurar una basal contiable asi 

como una resolucion optima de la proteina a purificar, los estandares de peso molecular 

para la columna se aplican antes de cada corrida de muestra y su perfil de elucion se 

compar6 contra el perfil reportado por los fabricantes de la resina. 

La sensibilidad det detector de UV (280 nm)durante las corrtdas de los estandares y la 

muestra se fija en 0.2. Los datos de la absorbancia de UV y el volumen de elucion se 

exportan de FPLCdirector V.1.10 y se graficaron en Microcal Origin 5.0. 

Las fracciones colectadas correspondientes a los picos de absorbancia a 280 nm, se 

concentran usando microconcentradores de Amicon® (Centricon™ 10) centrifugando de 

1000 a 5000 X g (de 2500 hasta 5500 rpm, para el rotor 11174592), durante treinta minutos 

en una centrifuga Jouan MR1812. La muestra se recupera después de concentrarla 

invirtiendo el concentrador y recentrifugando 1000 X g durante 2 minutos.



  

3. Resultados 

3.1 Caracteristicas del complejo Fil. 

a) Purificacién det complejo Fl endégeno. 

E! complejo Fi! se purificé como se ha reportado previamente pero con el fin de 

mejorar la calidad del complejo obtenido, se agregd un paso mas de purificacion que 

consistié en pasar la muestra obtenida de la columna de Sepharosa-hexil amonio por una 

columna de Superdex 200 en un FPLC (figura 4). Un perfil tipico en dicha columna, de una 

muestra de F\I de 100 jig seguido a 280 nm, se muestra en la figura 5. Aunque sc observen 

3 picos, solamente los dos primeros contienen proteina, mientras que el tercero parece 

deberse al ADP que contenia la muestra inicial. De los dos picos proteicos sdlo el primero, 

al ser corrido en un SDS-PAGE (seccion 2.6), muestra el patron tipico de la F)] tanto por su 

numero de componentes asi como por sus pesos moleculares relativos. Siguiendo ese 

mismo criterio, el segundo pico no contienen ningun componente que corresponda a alguna 

de las subunidades del complejo (no se muestra). 

La figura 6 compara el perfil de SDS-PAGE de la F,T antes y después de la columna 

de Superdex 200. En dicho gel se aprecia que, en comparacién, la F)] después de la 

columna de Superdex 200 pierde algunas bandas de peso molecular mayor al de la 

subunidad « y de pesos entre las subunidades 6 y y. 
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Corazén 
      

¥ 

Se timpié el tejido y se licué. Este licuado se centrifuga. 

  

    
  

    

Del precipitado se separan tas Sobrenadante. 

mitocondrias ligeras de las pesadas.     
  

  
    

Se resuspenden las mitocondrias pesadas Sobrenadante. 
y se sonican en presencia de Mg-ATP. 

Después se centrifugan 

  

  

¥ 
    

E! paquete, las particulas Sobrenadante. 
submitocondriales, se resuspenden, se 

sonican y se centrifugan. 

    
  

v. 
    

El paquete de SMP-Mg-ATP se Sobrenadante. 
resuspende, se sonica y se centrifuga.   

  
  

¥v 
    

  

EI sobrenadante, que contiene la fraccién Precipitado. 

soluble de la ATPasa , se carga en una 

columna de Sepharosa-hexil amonio. 

      
  

  

t 
  

La F,I se eluye con amortiguador 
con KCly se precipita con Sulfate 

  

de Amonio. 

Y 
    

Se centrifuga y se resuspende el Sobrenadante. 
precipitado en Sacarosa-Mes-ADP.       

  

      ¥ 

Se filtra en una columna de Figura 4. Pasos de la purificacién del 
Superdex 200 en un FPLC, complejo Fil. 
equilibrada con Mes-Tris 100 mM. 50   
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Volumen de elucién (ml) 

Figura 5. Perfit de elucién de la Fyl a través de una columna de Superdex 200 en 

FPLC. Linea sélida, 100 ig de F;I, aun flujo de | ml/min, Mes-Tris 50 mM pH 6.8. 

Linea punteada, pertil de los estandares de peso molecular: A, 670 kDa, B, 158 kDa, 

C, 44 kDa, D, 17 kDa, E, 1.3 kDa. Linea solida, perfil del complejo F\I de Sepharosa- 

hexilamonio: |, Fil, 2, contaminacion. 

UA, unidades de absorbancia a 280 nm. 

 



Estdudares de Estandares de 
peso molecular A B peso moiecular 

. > ams 66.2 kDa a : 
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Figura 6. SDS-PAGE de von Jagow. Carri! A, F,] después de la columna de Superdex 

; 200. Carril B F,1 después de la cotumna de Sepharosa-hexil amonio. Se utiliz6 el 

método de tincién por plata. Cada carril tiene 15 jg de proteina. 

Los pesos de las subunidades de la F\] son: « 55 kDa, B 52 kDa, y 30 KDA, 5 15 

kDa, ¢ 5 kDa e IF, 10 kDa. 
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Con el objetivo de escalar este paso de analitico a preparativo, se utilizaron 2 mg de 

Fi! en la columna de FPLC. El perfil obtenido se muestra en la figura 7. Resalta que en 

estas condiciones el primer pico de la figura 5 se descompone en un pico y dos hombros, 

asi como la aparicién de un “valle” donde la sefial de 280 nm no regresa a 0. 

  

    
  

Elucién de FI 

-- Estandares de peso molecular 

0.15 

0.10 

UA 
0.05 

9.00 fret” 4 B c ee NN 

D 
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5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

Volumen de elucién (ml) 

Figura 7. Perfil de elucién de la F)] a través de una columna de Superdex 200 en 

FPLC. Linea sélida, 2 mg de Fy1, a un flujo de | ml/ml, Mes-Tris 50 mM pH 6.8. Linea 

punteada, perfil de los estandares de peso molecular correspondientes a los mencionados en 

la figura 5. Linea sélida, perfil det complejo F:I de Sepharosa-hexilamonio: 1, primer 

hombro, 2, Fil, 3, segundo hombro, 4 y 5, contaminacion.



Usando un gel “slab”, y la técnica de Tricine SDS-PAGE (seccién 2.8, figura 8), la 

cual permite cargar mas proteina al gel sin perder resolucion a altos pesos moleculares se 

observa que el primer pico (2, figura 7) asi coma sus hombros (1 y 3, figura 7) contienen 

componentes caracteristicos de la Fi pero solo el pico 2 los tiene todos. 

El “valle” (4) contiene varios componentes, ademas que parece tener un componente 

que corresponde al peso de la subunidad B. 

EL pico 5 posee también muchos componentes y el que parece ser la subunidad B es 

mas conspicuo. 

En Ja figura 8 se muestran los perfiles de la F,, Fil purificada por Sepharosa 

hexilamonio y la Fil purificada por Superdex 200. Al comparar las purificaciones de FiI se 

observa que existen dos componentes de bajo peso molecular aparente presentes en la 

purificacién obtenida de la primera columna pero ausentes en la purificacién obtenida de la 

segunda. 

En la figura 9 se muestran geles nativos en los que se corrié F!, F)1 purificada hasta 

el paso de la columna de Sepharosa-hexilamonio y F;1 purificada hasta el paso de la 

columna de Superdex 200. En ésta figura se que él paso de purificacion en FPLC enriquece 

de la banda del complejo Fil ademas de que elimina dos bandas de bajo peso molecular. 

La tabla 4 agrupa los datos de las fracciones en términos del volumen, proteina total 

asi como rendimiento en los diferentes pasos de purificacion descrita én la figura 4. Resalta 

la caida dramatica del rendimiento, en la ultima columna. 

Mas significativos son los datos de la tabla 5, que muestra las actividades especificas 

de tiempo cero de estos mismos pasos asi como las actividades especificas de estos pasos 
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después de incubar a dos tiempos diferentes en 40° Cy pH 8.0 condiciones que remueven 

la inhibicién de la actividad de ATPasa de Ja IF, sobre la Fy. 

Para visualizar claramente las diferencias entre las actividades iniciales las 

actividades a 3 y 7 horas, de cada una de las fracciones, en la tabla 5 se muestra el cociente 

de activacién. El primer cociente, de la actividad a 3 horas entre la actividad inicial, es muy 

similar para las tres primeras fracciones pero muestra un incremento de cerca de 4 veces en 

la ultima fraccién. El segundo cociente, de la actividad de 7 horas entre la actividad inicial, 

también muestra este incremento. 
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Figura 8. Tricine SDS-PAGE. Los ntmeros sobre los carriles corresponden a los



e 

picos y hombros del perfil de elucién de la F) que se muestra en la figura 7. El carril 2 es el 

unico que muestra todas las subunidades del complejo F,!. A ambos extremos, derecho ¢ 

izquierdo, se muestran los estandares de peso molecular. 

a 

‘2 
f 

Lo 

  

Figura 9 Gel azul nativo (seccién 2.11). El carril A muestra el patron de la 

electroforesis en condiciones nativas de la F,, en el carril B se‘muestra ef patrén de la F)I 

purificada en la columna de Sepharosa hexilamonio, mientras que el cartil C muestra la Fy] 

purificada por la columna de Superdex 200 de FPLC. Todos los carriles se corrieron 

utilizando 25 pig de proteina. 
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Tabla 4 Rendimientos de la purificacion de Fy! 

  Proteina total (mg) Rendimiento % 

  

  

  

  
FPLC Superdex 200       

Fraccion Volumen (ml) 

SMP-MgATP 29 290 100 

SN sonicacion 42 18.9 65 

Columna Sepharosa- 0.58 6.3 2.2 

hexil-amonio 

0.8 0.4 0.14     
  

Tabla 5 Actividades especificas y cocientes de activacion. 

  

  

  

  

            

Fraccion Actividad | Actividad" a 3 Sh/Ty Actividad’ a 7.5 Th/T 9 

inicial’, To horas horas 

SMP-MgATP 0.48 5.81 12 4,74 10 

SN sonicacion 1.43 14.3 10 42.9 30 

Columna 3.53 48.1 14 12.6 2 

Sepharosa-hexil- 

amonio 

FPLC Superdex 0.66 53 80 54.6 83 

200   
  

* Actividad especifica, pmolas min? mg” 

Parametros de pureza de las diferentes fracciones obtenidas durante el protocolo de 

purificacion de la Fil. Las actividades 3WTy y 7h/To. Representan el cociente entre las 

actividades después de tres y siete horas de activacion y la actividad inicial, To. 
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b) Algunas propiedades cinéticas del complejo FI en el paso de Sepharosa 

hexilamonio. 

La figura 10 muestra la curva de activacion de la F:] endégena purificada por la 

columna de Sepharosa hexilamonio; La enzima alcanza una actividad maxima de ~ 70 

jumolas min’! mg" a las tres horas. Esta actividad es muy cercana a las maximas 

activaciones reportadas de hasta 80 pmolas min! mg" 

En Ja figura 11 se muestran las actividades en condiciones unisitio para la Fy y la Fil 

enddgena. La curva correspondiente a F; en presencia de 1 mM de azida es superponible a 

Ja curva de la F; en ausencia de azida. Sin embargo, para la Fil que exhibe un porcentaje de 

hidrolisis de ATP del 80% (porcentaje de ATP hidrolizado del total presente en el ensayo) 

en ausencia de azida, en presencia de azida este porcentaje es de solo el 30%. Claramente, 

en condiciones unisitio la preparacion de F1] en ausencia de azida presenta actividad 

multisitio. El cloruro de guanidina, en concentraciones subdesnaturalizantes, ha sido 

reportado como inhibidor de la actividad multisitio pero no de la unisitio. La figura 12A 

muestra el efecto de la concentracion de guanidina sobre la actividad de hidrdlisis de ATP 

en la F, en condiciones multisitio. A 50 mM de cloruro de guanidina la actividad multisitio 

es nula, En condiciones unisitio, la F,I en presencia de 50 mM de cloruro de guanidina 

tiene una actividad de hidrdlisis del ATP menor, confirmando la actividad multisitio 

residual antes mencionada. La maxima hidrélisis de ATP en presencia de cloruro de 

guanidina es de 45%. 

En la figura 13 se muestra el efecto de la ambos inhibidores sobre la hidrolisis en 
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condiciones unisitio, en presencia de ambos la hidrélisis maxima es de 20 %, mostrando un 

efecto aditivo de ambos inhibidores sobre la actividad hidrolitica de ta enzima. 
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Figura 10. Curva de activacion de la Fil endogena (seccién 2.4). Se utiliz6 la Fy] endégena 

purificada hasta el paso de la columna de Sepharosa hexilamonio. La incubacion se realizé 

a 40 °. La actividad se siguid por la desaparici6n de NADH a 340 nm con un ensayo 

acoplado. Las barras respresentan la desviacion estandar de 3 experimentos.
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Figura 11. Actividad de hidrdlisis de ATP en condiciones unisitio (seccién 2.13) La 

actividad para la F; en presencia de azida (cruces) se sobrepone a la actividad de ta F, en 

ausencia de azida. La actividad de ATPasa de la FI endégena en ausencia (cuadros) y 

presencia (circulos) de azida. Las barras respresentan la desviacion estandar de 3 

experimentos. 
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Figura 12, Efecto del cloruro de guanidina sobre la actividad de hidrdlisis multisitio 

de ATP de la F(A) y sobre la actividad de hidrdlisis de ATP en condiciones unisitio 

de la Fit (B). (A) La actividad inicial fue de 37 rmoles min’! mg” de proteina. La Fy 

y la guanidina se incubaron juntas 5 minutos y la actividad se determind durante 5 

minutos, Se realizd un control donde en las mismas condiciones las enzimas 

acoplantes no son afectadas en su actividad, (B) F,I en ausencia (cuadros) y en 

presencia (triangulos) de cloruro de guanidina (SO mM). Las barras respresentan la 

desviacion estandar de 3 experimentos. 
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Figura 13. Actividad de hidrélisis de ATP en condiciones unisitio en presencia 

6 ausencia de cloruro de guanidina y azida (seccidn 2.13), La actividad se 

determind en ausencia de cloruro de guanidina y azida (cuadros) y en presencia 

de 25 mM de azida de sodio y 50 mM de cloruro de guanidina (circulos). Las 

barras respresentan la desviacion estandar de 3 experimentos. 
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3.2 Entrecruzamiento de la IF; con el sector F, en el complejo endégeno Fi I. 

Dadas las dificultades en obtener una preparacion de [F\-F) estable que permita 

caracterizar funcionalmente un complejo F;] en solucién se decidié obtener un complejo 

donde la proteina inhibidora no se disocie del complejo F). Se utilizé una metodologia que 

involucra la formacion de un enlace covalente entre la IF; y el sector F; (seccién 1.1.3). El 

entrecruzamiento utilizando el EEDQ produce un enlace covalente final que no involucra 

mas que atomos de las proteinas. E] entrecruzamiento se realizé como se describe en le 

seccién 2.11, utilizando EEDQ (seccion 1.1.3) en condiciones de catalisis multisitio y de 

pH acido que se sabe favorecen la asociacién del fa IF; y el sector F). La IF, ha sido 

entrecruzada con anterioridad con ciertas modificaciones con los complejos F)I de 

levadura, de bovino y de rata, a una subunidad por lo que el producto esperado de 

entrecruzamiento debe pesar cerca de 62 kDa. En nuestro caso la reaccién de 

entrecruzamiento se detuvo con el uso de una columna de Penefsky, en la que ademas de 

retirar los solutos de bajo peso molecular ta muestra se eluyd en medio unisitio (seccién 

2.12), para poder medir catalisis después del entrecruzamiento. En la figura 14 se puede 

apreciar el patron electroforético en SDS de un gel de poliacrilamida (Tricine SDS-PAGE, 

seccién 2.7) donde se muestra el complejo entrecruzado, el no entrecruzado y !a proteina 

inhibidora pura. La proteina entrecruzada mostré un patron idéntico a la no entrecruzada 

aunque se observo disminucién en las bandas de varias subunidades, esta se dio de manera 
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importante en fa de la IF). De igual manera aparecié una banda poco definida de alto peso 

molecular (~ 62 kDa) equivalente al complejo B-IF). 

FI FI Estandares de 

Entrecruzada peso molecular 

oe 

en 97.4kDa 

ow — “Pr. fee 66.2 kDa 

—_— = 
B -  ,, <Q 45.0 kDa 

id —* <Q 31.0 kDa 

et Gm 21.52 

Ao 14.4 kD: 5 << a 

pi <> quem IF, 

Figura 14. Tricine SDS-PAGE (secci6n 2.7) de la Fi] endégena, de la Fi] endégena 

entrecruzada y de la IF, pura. A la izquierda se muestran los estandares de peso molecular. 
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3.3 Identificacion del producto de entrecruzamiento. 

Una manera de identificar a las subunidades involucradas en el entrecruzamiento es 

utilizando anticuerpos especificos para las subunidades implicadas en el complejo, B ¢ IF;. 

La figura 15 muestra un inmunoblot de IF, pura revelado con anti-IF;_ la cual se revela 

como una banda discreta (A). Se observé que el anticuerpo contra IF; reconoce a ja IF, en 

el complejo Fy]. 

En la figura 16 se muestra un inmunoblot utilizando los mismos anticuerpos contra la 

F\I pero ésta purificada por FPLC tanto contral como entrecruzada con EEDQ. El 

anticuerpo contra LF; (B) en el carril de la Fil entrecruzada da reaccidn con una banda de 

peso molecular aproximado de 62 kDa asi como con una banda que no entra en el gel y que 

probablemente sea proteina precipitada. En el control (A) no aparece esa banda. La Fi] 

control y entrecruzada se revelé con el anticuerpo contra B, ala dilucién usada (1:100) da 

reaccion contra a y B, pero no contra la banda entrecruzada, la cual es visible en el get 

control (E). 

Se traté de identificar la subunidad B en la banda de 66 kDa con anticuerpos para 

subunidades de otros organismos, como F:. coli y Polytomella spp. Los resultados se 

observan en las figuras 17 y 18, en la primera (Figura 17) se muestra la reaccion del 

anticuerpo contra B de £. cofi sobre ta B de bovino con la Fl control y entrecruzada (A), ala 

izquierda se muestra el gel control con la Fil (B). Este anticuerpo tampoco did sefial de la 

banda entrecruzada. El anticuerpo contra B de Polytomella (Figura 18) da sefial a un titulo



menor que el anticuerpo contra B de bovino, como se observa en la figura 18 (A, B y C), 

todos los anticuerpos dan reaccién para la misma banda que identifica a la subunidad en la 

F,] control, pero ninguno da sefial de la banda entrecruzada. Cabe resaltar que al titulo usado 

para el anticuerpo contra B de bovino no dio reaccién cruzada contra a. 

De estos datos es posible concluir que en la Fi entrecruzada aparece una banda de 62 

kDa que tiene el peso molecular de! complejo B-IF, que contiene a la IF; identificada por 

anticuerpos y que no es reconocida por los anticuerpos contra 8 homologos, anti-B de /. coli 

y anti-B de Polytomella spp., pero si reconocen a la B en la enzima F\1 control. Esto podria 

indicar que los epitopes que reconocen la subunidad B en la F;1 se ocultan cuando se forma el 

complejo B-IF). 
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| — || ar 
10 kDa                   

Figura 15. Inmunoblot utilizando anticuerpos contra 1F\. Se utilizé IF, pura transferida de 

un gel de poliacrilamida (B) a una membrana donde se revelé con un anticuerpo acoplado a 

fosfatasa alcalina (A). También se utilizé F\1 (D) transferida y revelada de igual manera 

(C). 
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Figura 16. Inmunoblot de Fi] endégena y entrecruzada utilizando anticuerpos contra IF; y 

contra ®. Se utilizé F)1 enddgena purificada por una columna de Superdex 200 de FPLC. 

F\l endégena (A y C) y Fil entrecruzada (B y D) fueron transferidos de un gel de 

poliacrilamida, tratados con anti IF, (A y B) 6 con anti-B (C y D) y revelados con un 

anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina. (E) Electroforesis en gel de F,1 endégena. 
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Figura 17. Inmunoblot de F,I entrecruzada usando anticuerpos contra-B de £. coli. Ful 

entrecruzada (B) se transfirié de un get de poliacrilamida, se trato con anti-B y se revelé 

con anticuerpos acoplados a fosfatasa alcalina (A). F\{ endégena purificada por la columna 

de Sepharosa hexilamino(C) de la que se partié para entrecruzar. 
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Figura 18 Inmunoblot de F)I endégena y entrecruzada utilizando anticuerpos contra B de B. 

taurus y contra B de Polytomella spp. F\1 endégena (A y C) purificada por la columna de 

Sepharosa hexilamonio y F\I entrecruzada (B) se trataron con anticuerpos contra B de B. 

taurus (A-y B)‘6 con anticuerpos contra B de Polytomella spp. (C). F\l endégena. 
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3.4 Propiedades cinéticas del complejo Fil entrecruzado. 

En la Figura 19 se ilustra la curva de activacion de la F,I entrecruzada en condiciones 

multisitio y muestra que, a diferencia de la Fil enddgena control, la enzima entrecruzada no 

se activa gradualmente durante el tiempo de la activacién. La actividad a to largo de la 

determinacién no fue cero, sino que oscild entre 0.6 y 1.5 jumolas min! mg“. En 

condiciones unisitio (figura 20) la Fil entrecruzada muestra una hidrdlisis maxima de casi 

50%, menor que el 80% que muestra el control (Fil endégena, figura 13) pero muy semejante 

ala de la F,l control en presencia de 50 mM de cloruro de guanidina (figura 12B). Esta 

enzima entrecruzada también posee actividad multisitio residual; ademas tanto la F)L y la Fil 

entrecruzada, en presencia de azida y cloruro de guanidina, tienen la misma actividad 

maxima unisitio (~12 % de ATP hidrolizado). 
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Figura 19. Perfiles de activacion de la Fil endogena y 1a F;I entrecruzada. La actividad se 

determiné como se indica en la seccidn 2.4. Desviacién estandar de 3 experimentos. 
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Figura 20. Actividad de hidrélisis de ATP en condiciones unisitio de la Fil 

entrecruzada. La actividad se determind como se indica en la seccion 2.13, para 

la Fil entrecruzada, asi como para la FI entrecruzada en presencia de 25 mM 

de azida y 50 mM de guanidina. Las barras respresentan la desviacion estandar 

de 3 experimentos.



4, Discusion. 

El complejo enzimatico F, ha sido muy utilizado para determinar las propiedades 

cataliticas del complejo FoF, sintasa. A diferencia de los complejos F, de procariontes, los 

de mitocondrias de organismos superiores poscen subunidades supernumerarias cuyas 

funciones no se conocen con detalle. La proteina inhibidora (IF) es una de ellas. 

Dada fa incertidumbre de los resultados obtenidos con complejos F 1 reconstituidos 

se abordaron dos estrategias para caracterizar el complejo F,1 endogeno: 

Mejorar fa purificacion del complejo Fi] enddgeno. 

Unir covalentemente la LF, al complejo F), utilizando el complejo F;] endogeno. 

La primera estrategia est enfocada a la obtencién de un complejo FI libre de 

contaminantes, como lo son la F; que se genera al disociarse el complejo FiI. Esto se lleva 

acabo agregando a la purificacién previamente reportada un paso de filtracion en ge! en una 

columna de FPLC. 

Los perfiles de eluci6n muestran claramente que la muestra obtenida con el método 

anterior es heterogénea. El complejo F; y el F:I solo se diferencian en 10 kDa de peso 

molecular. El andlisis en-un gel desnaturalizante de poliacritamida de tas fracciones de 

dicha columna indica que la muestra es separada en complejos derivados de la F)I que 

difieren en las subunidades que los conforman. Sin embargo, esto es dificil de cuantificar 

debido a que no fue posible utilizar iguales concentraciones de proteina para cada fraccién. 
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Otro de los contaminantes que fue separado por el nuevo paso de purificacion fue lo 

que parece ser la subunidad B, pues el peso molecular interpolado con los estandares de la 

columna de FPLC es de poco mas de 44 kDa. Dicha subunidad ha sido reportada como la 

mas abil dentro del complejo 

Los resultados, en términos de actividad, muestra que el complejo Fy] obtenido 

gracias a la filtracién en FPLC tiene una proporcién entre la actividad a 7 horas contra la 

actividad inicial cuatro veces mayor que cualquier otra de Jas fracciones de los pasos 

anteriores de la purificacién. De igual manera sucede con la proporcién entre 3 horas y la 

actividad inicial. Estas diferencias pueden deberse a que en la preparacion obtenida de la 

columna de Sepharosa hexilamonio existe un poblacion de F,I contaminada con F,, 

mientras que la preparacién obtenida de la columna de Superdex 200 la Fil se encuentra 

enriquecida y libre de Fy. 

Debido a que la técnica se estandarizé utilizando una columna de FPLC de tipo 

analitico, el rendimiento de éste paso de purificacién es muy bajo. Por ello se usé la 

preparacion de la columna de Sepharosa hexilamonio en los demas experimentos. Esta 

preparacin tiene una curva de activacion y una actividad de hidrdlisis maxima semejantes 

a las reportadas previamente. La hidrdlisis unisitio, aunque parece un poco mayor que la del 

complejo F;, en realidad-tiene-un componente importante de actividad multisitio, como lo 

muestran las diferencias entre la actividad en presencia y ausencia de azida (o guanidina). 

Por los resultados de la purificacion reportada en este trabajo, se sabe que esta preparacién 

contiene mas de un componente con actividad de hidrolisis de ATP. Por ello es dificil 
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asignar la actividad multisito remanente a la Fy1 0 a la posible contaminacion de Fy. 

Para resolver esta dificultad, se empleé la estrategia de unir covalentemente la 1Fi al 

complejo F;. Aunque el método empleado fue derivado de otros reportados previamente, 

los resultados no son concluyentes. La electroforesis de la F(1 entrecruzada muestra la 

aparicion de una banda , posiblemente de los productos de entrecruzamiento, no muy 

definida. Su peso esta en un intervalo de 60 a 66 kDa. Los entrecruzamientos reportados 

con anterioridad mostraban que el producto de entrecruzamiento involucra a la subunidad B 

y la IF, Utilizando anticuerpos contra estas subunidades, se determiné que mientras que la 

IF; si se localizaba en esta nueva banda, no se pudo identificar a la subunidad B como el 

otro componente de dicho entrecruzamiento. 

Por otra parte, el entrecruzamiento previene la activacién caracteristica de la Fil en 

condiciones multisitio, manteniendo la actividad de la Fr] entrecruzada en un intervalo 

semejante a la actividad de tiempo cero de la F)). En condiciones unisitio, tanto la F\l como 

la Fil entrecruzada, tienen la misma actividad unisitio en presencia de los dos inhibidores 

quimicos de la actividad multisitio. Esto indica que el efecto del EEDQ no es una 

derivatizacion inespecifica. 

Sin embargo, para elucidar el mecanismo por el que ta IF; inhibe la actividad de 

hidrdlisis de ATP de la Fien este complejo entrecruzado, se deben identificar todos los 

componentes involucrados directamente en el entrecruzamiento. 
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1“. Conctusiones. 

1. La adicién de un paso de purificacion al protocolo de la Fl, que 

consiste en el paso de la enzima por una columna de FPLC con limite de exclusion 

de 1.3 X 10°, aumenta la proporcién de complejo FI referido al cociente de su 

actividad después de 7.5 horas de activacién contra el To. 

2. El entrecruzamiento del complejo F, con EEDQ, inhibe la activacion 

del complejo Fy en condiciones de catalisis multisitio y reduce la catalisis 

multisitio observable en condiciones unisitio. 

3. Al menos uno de los componentes del producto del entrecruzamiento 

ha sido identificado como IF. Por ef peso molecular de este producto se infiere que 

el otro componente debe ser la subunidad B. 

4. El enriquecimiento del complejo Fi! purificado por el método 

descrito anteriormente, asi como la técnica de entrecruzamiento hacen del, complejo 

F\I entrecruzado un modelo itil para la determinacién de las interacciones entre la 

proteina inhibidora y el complejo F; y entre la subunidad con la que entrecruza.



i, Perspectivas: 

Escalar la purificacion de la Fi mediante FPLC, para incrementar su rendimiento. 

Determinar el sitio de entrecruzamiento entre la subunidad f y la proteina 

inhibidora, para definir su sitio de interaccion. 

Determinar las caracteristicas estructurales de! complejo F)! entrecruzado mediante 

Dicroismo Circular y Fluorescencia para contrastar dichas caracteristicas con las del 

complejo F;. 
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5 Glosario: 

ATPy”P Adenosin trifosfato cuyo fosfato y es el isotopo *°P. 

BCA Acido bicinconinico {Bicinchoninic acid). 

BCLP 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato. 

Bis-Tris Bis(2-hidroxietil)imino-tris(hidroximetil)metano. 

BSA Albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin). 

Clustal W. Programa para alinear multiples secuencias de proteinas 0 DNA.*” 

DCCD. Diciclohexilcarbodiimida. 

DELSEED. Secuencia conservada en las subunidades B, que en B. Taurus comprende dei 
tesiduo 394 al 400. 

DMF Dimetilformamida. 

DOC Deoxicolato. 

EDTA Acido tetracético etilendiamina. 

EEDQ N-ethoxicarbonil-2-etoxi-1 »2-dihidroquinolina. 

Fi] Complejo enzimatico formado por la F1 y la IF); equivalente a F1-IF. 

FPLC Cromatografia liquida rapida de proteinas (Fast Protein Liquid Chromatograpy). 

Histéresis Fenomeno en el que una enzima responde lentamente, en términos cinéticos, a 
cambios en la concentracion de ligando. 

IF, Proteina inhibidora. 

ke Constante catalitica. 

KConcentracién de sustrato a la que una enzima dada alcanza la mitad de su Venax 

LDH Deshidrogenasa lactica. 

MES Acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico 
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