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INTllODUCCION 

Es bien sabida la necesl!BJ oo energfa para la existencia oo los seres vivos. Para esto la 

blooner(J\llca, rama oo la blCQ.Jfmlca, estudia la transrormoolón y el empleo oo la energt.a por las 

células. Dicha tr1111srormoolón se lleva a cabo, en última Instancia, mediante un sistema 

rosrorllHnte cuyo producto final es el trtrosfato oo aoonoslna (ATP ), el cual proporciona la energl6 

suficiente para las octlvl!Bles celulares. 

Dicha molécula es sintetizada por una enzima llamada H+ATP slntetasa (WATPllSa) que se 

encuentra oooplada al transporte de electrones, la cualatravleza la membrana celular y utlltza el 

potencial eléctr<X¡ufmlco, producto ool transporte oo electrones, para llevar a cabo su actlvl!Bl 

enzlméttca. 

La tt+ ATPasa ha sido y es objeto <E numerosas tnvest1goclones debloo a su gran Importancia. Entre 

estas lnveslfgoclones se encuentr811 s¡uellas que estl.ldlan la reguli.:lón oo esta enzima ( p:ñenc1al 

electr<X¡Ufmlco,necesltBei ener~llcas oo la célula, concentroolones oo ATP, ADP y P 1). 

Se ha purlflccm una protefna lnhlbloora oo la i.:ttvl«B! enzimática hldrolftlca oo la H+ ATPasa en 

cloroplastos, mltocondrlas y bocterlas no rotoslntéttcas, sin embar!Jl no se ha re(:WJ(lalt> la 

existencia oo dicha protefna en ba:terlas rotoslntéllcas. 

Esta lnvesttg.x;lón surgió con base en los experimentos previos oo Biw:r.artnl-Melandrl ( 1 ); en 

ellos se observó que la H•ATPasa re RhaJJsplrlllum rubrum pleroo gran parte de su ootMtbl al 

ser solublltzada, pero que la recupera al ser reconstituida. Por otro l!W, en esos c>rperrrnenlos 

también se Observó que, al purificar la enzima, t111to la ir.lfvlelíll especifica como 1e tot61 

aumentan. Estos 005 úlltmos hechos pcxtlan ooberse a la io:lón oo une protelna tnhlblmra. 

El siguiente trabajo cilscrlbe una serle oa experimentos que, junto con el apoyo oo tnfirms:lón 

blbllcq-ártca , oomuestra la exlstencl6 de una proteína lnhlbloora natural oo la tt• ATP str.tetasa 

oo la bocter la fotoslntétlca /?!Kmsp/rlllum rubrum 
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La información presento en este trabajo he sid:J dividlm en cuatro apartad:Js. En el primero m 
ellos se exponen cooa!ptos ginrales arca del sistema sobre el cual se estwo trabajand:J. 

Después se presentan los materiales y mét!Xbs utiltzad:Js, en la tercera parte los resultad:Js y 

finalmente la discusión y las mnclusiones. 
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1 IENEAALIDADES 

1.1 TuClftClllli1 v dllsc:ripción di la blcterin fotosintétices. 

Existen lbs clases oo blderlas fotoslntéticas: les verdes y les púrpuras. Ambas pertenecen al or«i!n 

Rhomspirlllales, el cual se diferencia oo les cienob8cterlas en que estas llevan a cabo una 

fotoslntesls 11110Xlgénice mn un sólo fotoslstema y que requieren de li:Jnlmres oo electrones cuyo 

potencl11I remx es más bajo que el del agua, romo lo 90fl mmponentes sulfurooos; mientras que las 

clllnllbm:terles rael izan una fotosíntesis oxigénlce mediante ms fotosistemes. 

Les hll:terlas verli!s forman parte mi suborm,n Chlorobilneae cuyos pi(Jllentos son les 

bllcterioclorofilas e, do e , las coa les se encuentran li!ntro oo las llamé vesículas oo clorobium. 

En general dichlls bm:terlas no 90fl móviles , mn exmpción oo ChltTOflexus sp 

Les hll:terlas púrpuras pertenecen 111 suborli!n Rh<Dlspirilllneee. La m~ía mi estas son 

flageladas mn respuestas fototictials y quim ioticticas. Se cer11:teri21111 por tener como pigmentos a 

las bm:terlclorofilas ao /J ltlntro de sistemas membraneles intrecit~IÍlsmicos, que forman 

papiiDs bulbos dllnominm cn:lll8'óforos en ciJnde se lleva a cabo la fotosíntesis. 

Dichos pi!Jllentos son regulllhl en su síntesis por la intensid!ll de la luz. En la oscuridlkf obtienen 

energía mediante la fermentación. 

El suborden Rtmisplrilllneea se divide en lbs familias: 

-FamtliaChrometllD!88 (antas Thilrholm!lla). Son propiamente las b!derlas sulfurosas. Utilizan 

amo fuente r!Wctora 11 H~. s, 5203, H2 y substratos orgénloos. 

-Familia Rtmispiril11m111 (111tes Athiorhlxllmle). Son las llamedas hm:teries púrpuras no 

sulfurosas. Este familia, en el ano de 111 11YOluclón, perdió 111 capooi!Bl de oxidar elementos 

sulfUl'090S o sulfatllbl. Oxldlrl mnpuestos orgénlmi mmo el Sta:lneto, glutam11to y H2 en algunes 

especies. Esta diferencia mn le familia ChrometilD!llll, SBIJlremente, está muy relm:ionedll con la 

carencia en las blderlas púrpuras no sulfurosas de la enzima iñlnil sulfato reductasa. 



Le f11nilie RholbspirillflBll! tiene le capooid!KI O! msarrollarse tanto en eneerobiósls mmo 

eeróbicamente. Cuarm son crecid!Js en luz anaeróbicamente su metabolismo es fotosintétlco, 

mientras que cuanch son crecidlts en ausencia O! luz y aeróblcamente su metabolismo es 

respiratorio, por lo que se dice que 9llfl bll:ter ias fin11tatlves. Ls tolerancia por el oxigeno dllpendll 

de le especie y ve IEsd3 mia-oaerofílicas hasta aerofílicas. 

Sus hábitats naturales son, en 11J18S llllces, en mafios orgánicos simples y a temperaturas no 

extremosas que van msde los 15 hasta lll!I 35° C. 

otros substrelll!I fotoesimilm por dicha f11nilia soo el oceteto, piruvato v ácims diarboxílicos. 

Al~ especies son cultivdls en ácims 1resos, metano! o el11110l, mientras que otras lo 9llfl en 

azúcares. Algunas necesitan O! vitsnines. 

Le 1ru1:ión generaliZIOJ pare le fatosfntesis O! bacterias, según Van Nlel ( 2), es 111 siguieMe: 

2H;¡A + co2-----¡~----> CH2o +2A +H2o 

1.2 Tuano11f1ydncripc16n111 11 lllctll'il 11--,iril/1111 rl//Jr11•. 

Las bacterias utilizas son el género tipo O! la familia RtablpirilllDlllB y su ubiaEión 

taxonómica es la siguiente: 

Ord!n: RhoOOspirtllales 

Sobortiln: Rhmblpirilli11811B 

familia: Rhmblpirillaae 

Oénera: Rhomspirlllum 

[SfJIEie: rubrum. 

Tienen una firma espiral. Midan de 0.811 1.0 µ O! erdlo y oo 7.0 a 1 O.O µ oo I~. El ool1r del 

cultivo eneeróblco mn luz es rojo. T lene flll!J!IOS polares y el monismo oo reproducción es por 

división binaria. Son aeróbicas facultativas. Su crecimiento ooeeróbico ocurre en ha medi11118 la 

fot~fntests y el aerimlro en la oocurlchl moolante la energía O! la oxid!l:itín oo mnpuestoo 

orgánicos, en el que se observe un bajo O!sarrollo oo los cromalóforos. 

Un fa:lor importante que se requiere pare su crecimÍ«!to es le bloline. 



5 

Presentan una pared celular separada por el especia periplásmioo ( 3) m la membrana celular, le 

cuel envuelve al citoplasma y oontiene el transporte oo elretrones. Le membr8118 plesmétice forme 

invaginaciones llemedas crometóforos, dicho sistema intrecitop lásm ico m membrana se tome como 

criterio pare le clesifica:ión entre espa:les. 

French y col.( 4), reportaron que los pf!Jllentos fotosintéticos m Nhabspiril/um rubrum están 

1110Cillllls e los crometóforos. 

El caroteoo prabnlnante en este ba::terie es le espirillox1111tine. Les CJ.!lnones presentes son le 

UblCJ.llnone 1 O y le R~lllOllll. 

El espectrooo Nhtxbspirillum rubrum es únlro en cuento e que presente una blll'IO! m absorción e 

550 nm ci!bllh a la espirilloxentine y una a 885 nm por le BCI (Becterioclorofila) a. TOO!ls las 

demás especies con BCI 11 muestren lbs bandas oo absorción oo 800 e 890 nm. 

Orientedas hm:ia el esps:io periplásmloo enaintremos proteínas que participen en el transporte oo 
electrones como es el Cll50 mi cltocromo Ci· 

1.3 HipcÍtlli1 di I• tr..-.:Ciía ...-gitia. 

En los últilll08 lliios 11 investig!Eión en el ampo oo le bioenergética se ha enfocalh en 1111 rem:ciones 

involi.:rm en leaiptura y mwarsión c8 le energía por les células, sobre tolh en le trensWcción 

oo energía en sistem• membr11111les. 

En prtlcular 98 Slbe bestente m:erce oo le síntesis del ATP y su ci!pendmcia ain el tr111sporte oo 
electrones, el cual propcrcillllll le energía pare le form11:ión del ATP madiente rem:ciones oo óxilh

recbx:ión y l111112im1 H+ ATPa. Sin em~, aún lllP{ pnlfJ.lnlls sin respuest11S: lcueles son los 

m11C111ismos moleculares por los cuales se llllVI a cebo le trllllSducción energétice?, loo que 

mnr1 operen los cembios conformecl11111les?, lamo son procesldls y enS11111bllllllls, en le 

manbrane, les subunidllll!ls Involucradas en 11 transcb:ción enertJitica? 

Existen 3 hipótesis principales, les cueles están besedas en estudios sobre mitoconct'ies que se han 

utiliZld:l para explicar, también, la fotofosforileción en cloroplastos y ba::terles. A continuación se 

presentan dichas hipótesis. 
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1.3.1 Hip6tesi1 Quí•ice 

Esta hipótesis fue formulé por E.e. Sleter en 1953 ( 5). Propone un lntermedlerlo covalente de 

alta energía, el cual se forma en el tr111sporte electrónico que después se rompe cedienltl energía 

pera le formación de ATP, es lkir, por medio de dicho intermediario qulmlco hay un miplamiento 

entre las reacciones deóxido-redJcclón y le slntesls del ATP. 

Esta proposición es un recueroo del papel B!sempeñmb por el 1, 3 difosfogllcérico, intermediario 

en la glucólisis en la formación del ATP en la mencionedll secuencia, el cual utiliza la energía 

libera de la oxi!B:ión de un alá!hído a carboxllo. 

Este intermediario debería de tooer una energía libre de hidrólisis fuertemente negativa, la cual 

aportaría la energle na:esarla pera la formación del ATP 8(!81'tir de ADP ( Dlfosfeto m edenosina) 

y PI( Fósforo inlor!1inico). Lo 111terior se esquematiza de le siguiente manera: 

AH2 + B +X-----> A-X+ BH2 

A-X+ Pi+ ADP---->A +X+ ATP 

Donde: A y B son trensportmes nmc 

X es al intermediario mnún. 

Sin embarcJi este hipótesis tiene algunas llmltm:lones. En primer lugar no se ha aislado ningún tipo 

de Intermediario (Jlímico di alta energía, amés de que no se toma en cuenta otros pna91111 

involucrados en le transllJa:ión energética como lo son los cambios estructurales, flujos m Iones, 

potenciales eléctricos, la importn:ia oo una membr11n111D1tlnua, así 1D110 la estequiometria. 

1.3.2 Htpcitesis Confor•acímMll. 

Esta hipótesis, principalmente prt1puesta por Peul D. Ba,ier ( 6), menciona que les trarr.dJcclones 

enercjillcas podríllll eslar relacionadas ron cambios oonformecionales de protelnas.En alguna época 
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se pensó que la energía del transporte oo electrones pooríe ester vinculocla a la form!Klión de 

tioester 11 tr8Yés de un cambio oonformir:ion11I protéico ( 7). 

Lumry ( 8) también rlmOOOB cambios cooformecirJ111les rellKliornikls con 111 transmisión y uso oo le 

energía libre, debid:J 11 que en 111 fosforilooión le energí11 libre es pequeña y por lo mismo polrfe 

participar en una~ distorsión protéice sin que esté ecompeñocla por otro proceso. Mencione 

que el msarrollo y la transmisión de cambios oonformecioneles esté ocompeiillOO por transiciones 

da arge incluyenm movimientos de !J'Upos protonad:Js. 

Dicho cambio conformecionel p!d'ía ser prOYOCIÓI por u1111 molécula del transporte de electrones o 

por le H+ATPasa. La energf11 inherente el cambio conformecionel provoca te formecion dal ATP e 

partir deAOP y Pi. 

Hasta 111 fecha se hen obtenicb resultm interesantes que m11ntienen viable e le hipótesis 

Conformm:ionel pero que sin em~ no he tenilh la importancia y le contribución m 111 hipótesis 

Qulmiosmótica la CUlll veremos a mntinuir:tón. 

1.3.3 Hl,Mnis Qul•i-6tiCI. 

Mitchell ( 9, I O) es el crlllDlr da esta hipótesis, la cual incluye la H+ ATPll68, el trlllSplll"te de 

electrones y la !referencia da protooes oomo aJmponentes principales; medim por le 

translocs:ión dll electrones y elementos dal SJlll 8 traYés da la membrene. 

Mitchell se besa principalmente en el hecho m que el transporte da electrones provoca u1111 selilil 

cm protones fuera de la membrana; que la membrana es impermllllble a los iones, especialmente el 

<»t- y H+, excepto por vla especifica maflante cierto sistemas m transporte; y que etr11Y82111dl la 

membr111111 se encuentra la H+ ATP sintetesa que cateliza la siguiente reea:ión: 

H+ + M>P + HPO" + ntt atuere---->nH mtro + ATP + H2o 
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El gradiente de protones proporciona la energía nea!Saria, al atravesar la membrana vfa ro 

( subunided membrana! oo la tt+ ATPase), para que ésta lleve e cabo le rea:ción anteriormente 

li!scr ita. 

Dicho grediente esté formldl por lbs oomponentes: el potencial ID membr111111 o eléctrico ( A1f ) y 

el potencial químico ( ApH ) , <JJC forman la llamlñ! fuerza protamotriz ( Ap ) , cuya relación es 

la siguiente: 

4P = Aap - Z 4¡1H 

Donm Z= 2.303 R T /f 

Sícn<b R= Constante oo los gases. 

T = Temperatura absoluta. 

f= Constante oo Farldiy. 

Se ha observéd>que la síntesis oo ATP es más dependiente del potencial eléctrico en mttoconr!rias, 

mientras 1JJ8 en el cloroplesto lo es ool potencial químico ( 1 l ). En bacterias puQ! 00perd!r oo 
ambos o oo uno u otro según el medio 11mbiente en que se encuentren. 

Respecto a esta hipótesis, BCP(er menci008 que el gradiente de protones no es la úniCd manera oo 

tr1111smitir la energía. Cita trebejos en los que se observa síntesis de ATP en partículi!S no 

vesiculares ( l 2) o que en cloroplastos se observa la formación de ATP y llBJl la formación ool 

~edlente electroquímico ( 13 ). 

[!;ta tooría aún tiene detalles que causan controversia, sin embar<1! sus postulacbs básicos ya han 

slm probstls experimentalmente ( 14), por lo que ha slcb tomeda como base o i este Ir abajo. 

1.4 D89Cri11Ción del c:o11plejo 11• ATP sinlel1Sa. 

F.I complejo H+ ATPslntetesa de mitocondrles, cloroplestosy b11:lerias es muy símiler en cuanto a 

estructura Este consiste en lbs partes lllslpbs auno F l y ro ( fíg. 1 ). 
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a 

Fig 1 Modelo de la FoF1 de Escherichia coli.Este modelo 

está basado en experimentos de reconstituci6n,estequio

metrta de las subunidades y en ?redicciones de estructuras 

secundarias ( 1 7) . 

Fo 
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la F 1 es hidrofílic:a y se encuentra en la parte Interna del CXJmparlimiento de la membr8118; está 

compuesta por 5 subunilidls, determinm por técnicas de sa:uencieclón m DNA. los pesos 

moleculares de les diferentes subuni~ en Escherichiaa:1/i son: 

a SS,264 

p so, 151 

y 31, 410 

11 19, 310 

1: 14, 194 

la estequiometrle !E las diferentes subunt«Bts es la Sl!JJlentc : 03 p3 y a c. Las subuntlbi!s a y P 

forman la parte catalítica oo le F 1 ye ~ en éstas se ereuentran los sitios oo unión pare los 

nucleót ims y es en este ra;iión dnle se lleve e cebo la síntesis y la hidrólisis. 

Por otro llDI la función O! lassubuni!B!s6ytes la!E unirse a la Fo, mientras que lasubuni<B! y 

une laparteartalfticaap can &:fo ( 15). 

Asocia a la F 1 se encuentre una proteína ~ previfft la ectiviiat hldrolítica m la enzima 

llama el inhibilill" natural O! la H+ A TPIM. 

La Fo se encuentre en la bicepa lipídica de la membrn. su funcioo es la O! permitir el paso m 
protones al oomplejo catalítica 12 la H+ ATPasay unir la i-rción F 1 a la membrana.En Esc//l!J'icllia 

mli esté formo por 3 polipéptims. la proteína • es hicrofóbice can un peso molecular de 

30,000. La proteína e es altamente hidrofóbica y se une mvalentemente al DCCD 

(Dlctcl00exilamide), alterardl lapermeebiliiatde la Fo a los protones e inhibienoo la síntesis m 
ATP. 

La evlmincia química y genética ~ indicar ~ le SJAlunidad e sólo funcione en forma m 

oli!Jimero. En cllr'Oplestos, lev!Wras y milcx:onctias !le ha encontraoo que reconstituida en 

liposM'les permite el peso de protones ( 16). 

La subunldlli b tiene un peso molecular de 17,220. Cootiene una región hidrnfóbica y otra 

hilk'offlica; esta 1iltima es la~ 58]Uramente une la F 1 a la membrana al tener contacto con la 

subunidadll ( 11,15). 
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La est~lometría m la Fo aún no esté bien ~in ida, algunas ro bacteria les carecen m la subunitBI 

1 y se ha propuesto que sólo tienen 1 subunitBI e( 1 1 ). 

1.5 Descripción del co111plejo H+ ATP sintetna di! llhodJspirillu• ru/Jru11. 

Se han deserrolllltl varios métcdls de purifil3:ión del facta- de ocoplam iento m Nht:d:6pirillum 

rubrum los cuales se basan en sonfca:iones con EDTA 1 mM ( 1 ), lavm coo soluciones de alta 

flM!f'28 fónica ( 18,19,20), polvos ID!tónicos (21), eKtracciones con cloroformo (22,23) y 

lllYldls coo soluciooes li! Tritón X- too ( 24,25,26). El peso mol!El.llar li! la fof 1 es li! 480,000 

+ 30,000 ( 25). R~iere m las subunidlú!sa, 'yy para llevar a cabo su m:tivilkl enzimática, 

mientras que la subunitBI les necesaria para la unión entre la f 1 y Fo. Los pesos moleculares re 

la f 1 90l'l los siguientes: 

a58,000 

~53,000 

y39,000 

a 18,500 

[ 7,500. 

Por otro Id> se han pm!loo <8ilcir las funciones de algunas subunldlldes gracias a diferentes 

tá:nices da purificación. Por ejemplo, la extracción ool factor oo ocoplllflliento mediante LiCI 

liberaa la subunoom'- Al ser mspojd> IÉ dicha subunilkl la foF 1 unldoJ a le membrn pierlil su 

acllvlmd enzimática la cuel se recobre al ser reoonsllluím ( 20 ). De lo anterior se sugiere que la 

s:tivltkl catelillca resil*! en la subunllil! '-

Las preper«:iones membrenales poseen una H•ATPllS8 d!pendiente IÉ Mg• +, sensible a 

IB:opl111tes cm10 el FCCP (P11relrifloorometoxlcarbonil-Cienuro-Fenilhicr8"11ne), 00:0 

(Dlciclohextl- Qrbo:liimidoJ) ya inhibllllres oo le transferencia oo energía como la olhJJfnicina y 

la auroverllna otros cationes metálioos pue00n sustituir al Ng• + tales como el Mn• +, eo• + y 
ea++ aunque con menor eficiencia ( 27 ,28). 
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Le solubllizs:ión oo lo enzima trae consi!Jl cambios en les propiemJes catelfticas, especialmente e 

lo que se refiere el requerimiento de cationes, por ejemplo, le enzima purlficOOil oo un extrldo de 

polvos 11Etónicos presento une ldivi!h1 elle en presencie de ea++ y baje en presencie oo ttg• +, 

incluso éste último pue<E 118)1r a inhibir la ldivickl. La solub1lizs:ión de le WATPesa con Tritón 

x-100 es dependiente oo ea++ y de ttg+ + sin embor!Jl un exreso de ttg+ + prlWce un efecto 

inhibitorio mientras que con un exreso de ea++ sólo se observa una pequeña inhibición. Lo 

anterior no ocurre cuenm la enzima se encuentra unioo a la membrana, por lo que se sugiere que le 

membrana prol!l!ll!a le enzima del Mg++ libre (29). Estos cambios en los requerimientos por el 

catión son explicams por Webster y col ( 22) como un posible cambio en la sensibili!h1 por el 

catión. 

otras características de le enzima soo: le cepeclckl oo hidrolizar otros nucleótilbs como el OTP 

(Trlfosfeto de guanina) y el ITP (lmiootrifosfeto) (25), no sufre cambios conformeciOMles 

bruscos cuen00 es solubiliMI en detcr(Jlllles no tónicos ( 30), su punto isoeléctrico es oo 4.5 

( 25) y su pH óptimo es oo 8.0 ( 28). 

En cuento e la regulación de le tt• ATPasa en bacterias fotoslntéticas Bsx:erinl y Melmi ( l , 31) 

mencionan la necesid!Ki m encontrar en dicho sistema le presencie de subunilktes reguletori11S 

como le proteína lnhibidra. 

1.6 Antecedllntes. 

Uoo de los descubrimientos Importantes dentro de le bioener"3tlca fue el !P. le proteína inhibldra 

de le ATP8S8 por Pullman y Monro,r ( 32). A partir de entona!S se han reelizllbs verillfl 

Investigaciones que sugieren une rl!IJllm:lón flsioll1,¡ice como función principal de le proteína 

inhibhhrade laATPesa de mitocondrla. Proteínas similares fueron a1slm en cloroplastos(33) y 

en b11:tcrles ( 34 ,35), empl iéncb los estudios e relaciones fl llX}!Oélicas. 

Pare finales de le mcaoo de 1970 le fuerza protomotrl7., generlñl por le Clrt!ne de transporte de 

electrones, y la proteína lnhlbfdora fueron conslli!rlñls como las responsables de le 

"direcclonslicb!" de le H+ATPese ( 36,37,38). 
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Las protefnas inhibllt>ros aislac*is re diferentes fuentes mitocondrlales (lev!lfura, hígai> y 

mrazón) son muy similores. Son áciiils, estables al calor, con pesos molecullres que ven de 7 ,000 

en levflluras a 16,000 en el músculo esq¡elético. Su composición de amil'KÉIOOs muestre un alto 

pcrcentaje de car!JIS residuales (arriba del 50 1) : li:id:J glutémlco, lisine, arginine, écictJ 

aspártlco pero carea! oo cisteína y triptófano ( 3 7). 

La estructura primaria de le proteína inhibicbra de mitocondria de corazón m res (39,40) y oo 
Set:ar1KT1ycescerwisiae (41) muestren un alto ~o m homol<XJía. También se sabe que las 

proteínas lnhlbicbras m mifmnt'ia cruzan funcionalmente con ATPesas m diferentes especies 

( "12). Las proteínas inhibicbras m clor~lastos y ~13rias tienen la misma función a la de la 

mi~ia, es mcir, rfll}Jlen la ll:livi<Bl hicrolítica de Ja enzima. Sin ember~ son diferentes 

clases oo proteínas. SUs pesos moloculares van de 14,000 e 16,000, y sus composiciones oo 
amlnoá:id:Js muestran más resiliJos neutros e hicrofóbicos los cuales le !En un carácter 

hicrofóbico (30,35,40). Al igual que ta proteína inhibid:Jra de mitlD!rd'ia, las encontrm en 

bs:terias y cloroplastos soo estables al calor y al tí:ictJ. Hasta le feche no se ha encontrldl un cruoo 

funcional entre H+ ATPasas m euariontes y proteínas inhibid:Jras de procariontes ( 33,34,35). 

cuanm une proteína inhibld:Jra es tratlDI con rlllildiviml y se 117eg11 a vesículas 

submitOOJflltlales se observa una unión saturable mnés re que la cantiml m proteína unim es 

proporci01111l 11 l11 inhibición de la ll:livi<Bl enzimática ( "13). Resultm similares se hon obtenim 

en mitOOJflltias de lev1111ras ( 4"1 ,"15). Dicho sitio m unión se conserva t111to en la fo-f 1 

purifiad!I como en la f 1. aul'llpl la constante de diso:lm:ión aumenta. La est8'Jlometríe de unión es 

muy a!r'C11111111 I en prepar11:illlll!S de f 1 y fo-f 1 ( "16,"17). 

Kleln y colaborlllb"es ( "16) han demostrldl medi111te compuestos roolll:livos que lo proteína 

inhibicbra se une en la subuniml 8 o muy rerca a este. Por otro lo, varios autores ( 43,"18,"19) 

han observlltl que la unión m la proteína inhibid:Jra en le enzima aisla es menos estable que en la 

enzima unida a le membrana. Heshimoto y coloborldires ( 49) han aisllltl dos pequeños proteínas, 

m 9 y 15 Kd (kilomltoo), m las membranas mltoconcrioles re levidlre, les cuales estabilizan la 



unión oo la proteína inhibidJre con laATP slntetasa alslOOll pero que sin embar!Jl no lo hocen con la 

F l. 

Uno de los requerimientos pera la unión e la enzima es la hidrólfsl::~algunas mol~las !E ATP en 

un medio oo lncuboclón a pHs 11!13f'amente IK:l!bs ( 46,48,50). Lo anterior pari:ce s~ir que el 

inhlbfl:br se encuentra uni<b a la enzima "lmproooctivamente" y que al ocurrir la hidrólisis, le 

unión pasa a un esta<b "prOOllctivo" que inootiva a la enzima ( 19). Al 1X:Urrir hidrólisis se 

prOOuc:e un ex~ oo ADP, Pi y de tt• los cuales, probablemente, lnOOoorl e una lnler11:Ción 

inhibilbr-F 1 productiva . Penchenko y Vill!JJ'llbv (51) observaron en sus experimentos una 

inhibición consioorable de la ir:tivi<Bf ATPásica cuardl se utiliza un medio de preincubll:ión sin 

cationes y nuclooti!bs a un pH oo 4.8. Ellos sugieren que le proteína inhibidJra sufre una ~ 

transición al haber un cambio m un pH neutro a uno IK:id:l, lo que permite la unión con la enzima. 

Existen otros fir:tores que al parecer influyen en la unión de la proteína lnhlbiltlra con la enzima 

como por ejemplo, la presencia de ciertos fosfolfpilils en la vocin<Bf del sitio romún ( 52 ,53). 

El esqJema !J!fief'al de la unión de la proteíne lnhlbilbra a la ATPasa es: 

E+ 1 ------->E --1 -------->El , .; - ..... 

M~TP .... ~ M~DP +Pi+ H+ 

Muchos autores han cl!mostrdl la llbers:lón de la proteína lnhlbilbra, de le enzima, bajo 

diferentes IXllldicianes oomo por ejemplo al remOYer los iones Mgu con EOTi\ (Acid:l 

Etilendlemino Tetre-~ioo) (52,54), 111mentlM> lü fuerza iónlca (55) o el pH arriba de 8 

( 56). Sin embar!Jl en tcms los ejemplos anteriores el proceso de llberir:ión es ffiltf lento. Ven Oe 

Stadt y colebormes ( 57) observaron un aumento en ta octivilbl en partículas submitomnlt'iales 

al incubar 111!1 con un substrato resplrator io, lo que sugiere la liberm:ión de la proteína lnhib icbre, 

aunque aún sigue sierdl un proceso lento. 
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Se ha observ!W que la proteína inhibicbra pU!rll actuar sobre la reocción m recambio ATP-Pi 

pero con muy bajo efecto a diferencia m la reocción m hidrólisis mnm se observa un fuerte efecto 

inhibitorio. Oómez-Puyou y o:ilebormes ( 58), con base en Jo anterior, han propuesto que es en 

el último paso m la hidrólisis, al liberarse el ADP, CtJ8fllb octúa la protefne lnhibicbra. 

En to!bs los sistemas problli>s el efecto mi inhibllilr es no competitivo al utilizar tcms los 

nucleótims hidrolizables ( 37 ,38,48,50). Esto, junto con los estudios que indican que la proteína 

inhlbililra no se une al sitio catalítico m la subunidad B, di IUC}lr a la hipótesis m que existe un 

sitio reguletorio en la subunidilf n ( 15). Los estudios reelilldls por Citrón y col (50) apoyan lo 

111terior al ootener resultllDs que st«Jieren que el lnhibidor enmascara un sitio regulm 

alostérico pare el ATP. 

Klein y col. ( 59} han propuesto i,Jo la protelna inhlbi<bra ejerre su erecto Inhibitorio bll1qlJ!lllll(b 

le unión m los nuclootlfils, en une posición que les h11:8 irnm!Sible su sitio oo unión. También 

observaron que la capm:lded inhibitoria cambia al variar el tipo de nucli.ítfoo. 

Pullman y Monroy ( 32) determinaron que la proteína inhibldora no erecta le actividad de síntesis 

oo le H+ ATPa. Numerosos trabajos han corrablx'DI lo anterior además oo que el gradiente de 

protones prooiueve le slntesis oo ATP y 111 llbereción oo le proteina inhibimra 

Hllrris y Croft ( 60) observaron que la ectlvoción tanto oo la hidrólisis oomo de le síntesis, en 

cloroplastos, mediante nasties oo luz, es muy similar. CuanOO los cloroplastos m tretas con 

ditiotreltol, el cual se supone remueve e la protelna inhibidora, se arelere le fosforilm:ión aun 

dlsminuyenm el número oo nasnes. Lo onterior parooi lndicer que el inhibi'*>r se desplllZll del sitio 

ecttvo antes m ~ la H+ ATPa se ective. 

Se han reelizdl experimentos ( 61) en los que se observa un ~ reterm en la síntesis, en 

partículas submitcx:orKriales, al agregar le protelne inhibimre. Este reterm desaparoce el 

incubar con ~H (Nicolfnamilil dinuclootim rmhh}. Sin cmbar!JJ esta rese oo retaroo en la 

síntesis también ci!penOO de le temperatura, <El tipo oo substrato respiratorio, ool gr!W de 

11X>plamiento, pero no oo la canli!kl oo la proteína inhibl!bra ( 62). A00más oo que se tm observlrll 
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que la liberoción de la proteína inhibidora es del or!En de minutos mientras que la fase de retaroo 

es sólo de segunibs ( 61 ). 

No sólo se ha propuesto al !J'OOiente oo protones como determinante en le inter11:tión oo la proteína 

inhibilb"a, también lo son loscationesdivalentes como el Mg++ y el r.a++( 44,48,50,54). 

Se ha propuesto un macillo biCQ.Jímico de la interacción de la proteína inhibictira con la H+ ATP 

sintetasa ( 36), el cual se basa en los cambios conformocionales que sufre la f 1 lilrante el 

transporte de electrones. Propone que los diferentes cambios c:onformocionales que sufre la enzima 

dictan los diferentes estm '*1 interacción, se supone que la proteína inhibimra afecta la velocidlll 

con la cual ocurren los CllTlbios conformm:ionales ( fig.2). 

En el esté 1, en ausencia del potencial electr~ímico, la proteína inhibidora se encuentra unid:! e 

le WATP sintetasa en la que, de alguna forma bllXllJllllSU octividlll catalítica. Esto se explica por el 

blcx¡ueo del sitio de unión p~e el nuclootioo ( 59,63). 

En el estdl 11 es !Jmerad:l la fuerza protomotriz por la translocación w electrones, la WATPesa 

sufre entonres un cambio conformocional el cual es observldl por un incremento en la 

fluorescencia lil la unión de le aurovertina ( 64 ). La proteina inhibidore disminuye le velocidlll del 

cambio cooformecional, lo que explica el retraso observldl en le síntesis de ATP en pertículos 

submitoonfriales y cloroplastos CUlllOO éstos oontienen e la proteína inhibidora. Harw}rter y Ort 

(65} postulan que le formm:ión de un oomplejo cooperativo entre el transporte de electrones y lo 

transloca:ión de protones requiere de la pr<Xklcción oo un umbral en la fuerza protomotriz el c1.1al 

es a1C8fl2111b por el retraso provocldl por la proteína inhibidora. 

En esta etapa le proteína inhibidora se encuentra asooirdl o la Ht ATP sintett1Sa en una posición 

intermedia lo que permite la ectividlll de síntesis pero no de hidrólisis. Una expliar.ión bastante 

rlllOOllble ID!l'C8 de la diferencie del efecto de le proteína inhibiclJra sobre le diria:ionelidlll de le 

ectivimid enzimática, es le propuesta por Asami y col (38) , la cual sugiere que le proteína 

inhibiclJra controle le permeebililh:! e los protones en la porción fo oo la WATP sintet858, y osf 

permite el paso de protooes en una sola dirección. 
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\:'"' 
Estado ll 

;¡+ 

Estado III 
+ 

Fir¡nra 2.- :ioc!clo en el C".lal se muestran Jos cuatro e!':taclos ele 

interaccii$n ent~-c la proteína inhibidora y la 1'-T? dntetasa ( 36) 
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En el estllil 111 el potencial elect~lmico permanecemnstante durante cierto tiempo, en el que la 

proteína inhlbicb'e es libera, dismin~ la efinllBt de ésta por la H+ATP slntetasa 

"energlZIKla". En términos generales la H+ A!i> sintetasa, en este momento, es capaz de rl!lllizar la 

catálisis en ambls direcciones, lo cua! esta determlnllil por la permanencia del potencial 

electr1X1Uímico. 

Durante el estldl IV la proteína lnhibi<ilra Interactúa con la H+ ATP sintetasa en une forma no 

efectiva. La formación de dicho complejo intermedio es promovim cuanm se colapsa el potencial 

lransmembramel, y es entonces cuanm ocurre un répim cambio conformaclonal de le H•ATPasa, 

SUIJ!f'IOO por el ~ento en la fluoresooncla del sitio cm le 111.1rowrtlna ( 64). Se puede pensar 

que dicha transición C8US8 un incremento en la efinilkl por la proteína inhibichra. Le unión de la 

proteína inhibicb'a paria ser, también, promovida por une variedad de fs:tores romo lo es el 

estldl s:tlvo de la enzima (50,5'4), por los cationes diva lentes ( '48,50,66), por un pH bajo en la 

matriz ( 51 ) , por proteínas ediciooales ( '49) y a fosfol lpicm ( 53 ). 

l. 7 Objetiva. 

Como se puede observar las investigaciones arca m le 1'8J.flaclón de la ATP sintetasa, por la 

proteina lnhlblcb'a, tienlW!lás de 20 años y aún existe una 1ran centlllld de preguntas !Dlrca mi 

mecanismo de raguls:lón. Ciertamente hay otros mecanismos li! N91laclón daOOs por una variedad 

de factoras cuyas lnterrelaciOOC'~ aún se desmoocen del taoo. 

E 1 aÍlllo funciona la proteína lnhlbimra seré rea Imante comprendim cullllOO se entlendll 

completamente el mecanismo de trenscb:lón energética en mitoconcrlas, bacterias y cloroplastos. 

El objetivo del slJilente trabajo es mmostrar la existencia de le proteína inhibi<ilre de la H+ ATP 

slntetasa de la bm:terla fotosintétlca Rhabipiri/lvm r11br11m. El Interés por esta investigación 

surgió mhim a los experimentos previos (67) en que se SUCJiere la existencia de la proteína 

lnhlbiltlra (tllbla 1 )¡ didlos experimentos, en los que se observó la activación de la enzima, 

consisten en tratamientos comperetlvoo entre la H•ATPasali! mltoalfd'la !E oorazón de res y 111 de 

Rs. rubrum, con tripslna, calor, frlo y paoo por una oolumna m sephemx 0-50. 
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Tratamiento M itix:ord' ia Nhabspiri/lum rubrum 

- -··----

1 ) Columna fÉ Sephmix Se !diva le ATPasa Hay une estlmul11:ión !E le 

G-50. ATPese m cromlltóforo !E 40 ! 

2) Baje temperatura Le f 1 se 1118'.:tive en LaATPasa solubllzOOI se man-

frío pero se mantiene tiene estable e 4 o e o incluso 

estable con el inhibictir congelé* 

3) Calor LeATPase se octiva el Le ATPesa solubli:zeOO se esti-

ser celentlDI a 62 ° e mula un 80 ! cuenctl se le 

caliente e 62 o el> 
·-

Tlb11 1. Criterios Indirectos pare !Emostrir le exlsteoci11 !El lnhlbllD'. 
• Medimen reconstitución. (67). 
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2.1 Crecimiento dll las becterin. 

Les bocterias utilizm en tlrlls los experimentos fue la cepa silvestre oo Rhahspiri/lum 

rubrum. 

2. 1 . 1 Medios di cultivo. 

Se utilizaron lbs tipos de medio, uno sólim y el otro líqulm. El primero oontieoe lo siguiente para 

un litro: 

Extrocto de levooure 3 gr 

Peptooe de gelatina 2 g 

h¡r ~terlolégloo l l. 

El medio fue esterillzElil por 15 mln en la autoclBW, en frascos de 15 e 20 ml con rosca 

El medio líquim se preparó S9]Ún le fórmula lil Cohen- Bezlre y col ( 68), con le mooificación 

utllizUI por Hutner ( 69). 

Para IB preparooión ool medio se ~lió de las siguientes mluciones: 

a) Bese ooncentrait, para lbs litros: 

Acloo Trttdttco de Nltrllo - N ( CH2<XXJH>3 - 20 gr 

SUifato 12 M¡qieslo - MgS04 7Hf>- 28. 9 gr 

CltW'uro IE r.&lcio - ~12 6H2o - 8. 7 gr 

MolltortolEAmoolo- (NH4)6M°7°24 4H2o- 0.185 gr 

SUlfetoferr050- fe504 7HtJ·0.195!1' 

Metales '44' - 100 ml 

Se ajusta el pH a 6.8. 

la solución de metales contiene lo siguiente: 



EDTA- 2.5gr 

feS04 7H2o - 5.0 gr 

ZnS04 7H2o- 11.0 mg 

MnS04 4H20 - 1.5"1 gr 

Cuso4 5H20 - 0.392 gr 

r.o(N03)2 6H20- 0.2"18 gr 

N52B 407 6H20 - 0.177 gr 

Se afora a un litro con &JU& destilé y se ajusta el pH a 6.8. 

b) KH2Po4 - 136.09 gr para 1 ll IE 81JU8destlllm, se ajusta el pH a 6.8 

e) Acilb succínic:o - 100 gr para 1 1t de 8]Ua desti1008 y se ajusta el pH a 6.8 

d) ( NH4)2S04 - 100 gr para 1 ll IE 81JU8 destllmle 

e) NllCl2 - 50 gr pn 1 1t IE 111J18 destlllldll 

f) Acilb L-glutírnico - 25 gr pare 250 ml de8gUlldestilé 

g) Acllb L -llSJ!árt leo - 5 gr para 250 m 1 m 111J18 dest 11am. 

El medio líquido final contiene, para 12.5 lt, las siguientes soluciones: 

Bese concentrdl - 250 m 1 

KH2Po4 - 250 mi 

Acido succlnico - 250 m 1 

SulfetolEAmonlo- 62.5 mi 

NllC12 - 125 mi 

Acido l-glutémico - 25 mi 

Acidol-aspártlco- 25 mi 

Extracto m carne - 12.5 gr 

Acido nicotínico - 12.5 mg 

Tlamlne - 6.25 mg 

21 
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d-Biotina - 0.125 mg. 

Se ajuste el pH e 6.8. El medio se esteriliza en la autoclave durante una hora, con escape lento. El 

medio presenta un preclpitldl que el ll]ilerse y lll!l;Jlf' e temperatura ambiente, se disuelve. El 

medio tletlil un color amarillo claro tramparente. 

2.1.2 Sie11bre de bacterias. 

Las bacterias se sembr~ en placas pera formar colonias senclllas. De estas se tomaron muestras 

pare sembrarlas, por picadura, en los frescos coo medio sólido. Se incubaron en le oscuridad pera 

que les blrlerias consumieren el oxígeno presente. Después fueron expuestas e le luz pare 

provocar el crecimiento fotosintético en enaerobiosis utilizando focos de tugsteno de 40 watts e une 

distancie de 30 cm. Une vez observail el lilserrollo de la colonia, los cultivos pllfdm mantenerse 

así durante ler!Jl tiempo pera darles más tarde le utllidadquese~iera. 

Para obtener mayores centiliO!s de M:terias se utilizó el medio líCJJido, para lo cual se añtllió éste 

en los frasoos que contenían colooies en medio sólloo, se ll]iló. Despuís de 1 o días, al observarse 

crecimiento en el malio líquioo, se tr111Sflrlóa fresoos de 1 o mi, al obtener una m~ pobltK:ión 

se pasaroo a frescos de 1 ll y flnelmente 11 frasms oo 16.5 lt. 

En tldls los casos los fr89DOS utlli21Kbs fueron IB'rsbl con tapmes de hule esterilizm, oojendo 

entre estos y al medio el meoor espacio posible pera rab:ir al máximo la cantldmf oo oxigeno. [s 

por eso que los cultivos se mantuvieron en la oscuridad previamente al crecimiento r.on lA luz, oo 

manera que las bs:terlas oonsumieran el pooo axígeoo pere lUBrJ> crecer B!loeróbicemcnte. 

Los cultivos se mantuvieron e 30°c, se OOjó erar a las bs:terias he6ta la fase logarítmica tardía 

dl!termlnñ por curves de crecimiento el medir la densidad óptica del cultivo a diversos intervalos 

oo tiempo en el fotooilorimetro. 

2. 1. 3 Coeeche de bcterl•. 

LfSS tis:terlas fueron cosechás directamente de los frosoos m 16.5 lt mediente una centrífllfJl oo 

flujo continuo Sharples. De le oo;eche se obtuvo una mese de bs:teri86 libre del medio liquido, le 
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cuel fue lftY!dl con MOPS (Acim 3-N-MorfolinopropaoDSUlfónico) 50 mM, KCl 50 mM pH 7.5 

pera elimilllll' por completo los residuos y resta:hos ool medio. Se centrifu!JÍ e 8,000 K g, 20 

min. Los preclpitams se pesaron y se elmocenaron e -300 C en un congel!Wr heste ser utilizllles. 

2.2 Obtención del extracto crudo de inhibidor. 

Pera obtener el eKtracto cruoo oo inhiblmr se usaron combinaciones oo diferentes métcms pera 

purificar inhibilklres cm diferentes sistemas ( 37). 

Se resuspendieron 50 !roo bacterias en 65 ml oo 81JJ8 bi00stilé Se calentaron e 900 e en baño 

Merla, 20 min. Se a;¡iteron en hielo 20 min y se oojeron egiteom e une temperatura IE 40 e 

durante 15 hrs. 

Se centrifugaron a 15,000 rpm 20 min, el &lbrenlDlnte es precipitm con TC'.A (Acid:J 

tricloroa::ético) a una COOllllllrm:ión final <El 101. Se centrifuga a 15,000 rpm 20 mln, el 

sobrenlDlnte es IEsechlltl y el preclplttrtl es resuspendioo en un buffer Tris-HCl 

(Hi<h!Klmetllamlnometano) 10 mM pH 7 , se ajuste el pH 7 con KOH. Une vez neutrellmil se 

centrifUIJI 11 '10,000 rpm 1 hr, el &lbremOinte es el extrm:to crum oo inhibimr, el cual mantiene 

su ectividll! inhibitoria dllspuás dll hllber slib aingellD> 11 - 70 ~ durente 5 meses ( Flg.3). 

2.3 Oblllncl6ft • 11Fa-F1 de Rlllld#plrlll• r11br11•. 

El métcd> utlllmil pare purificar 111 Fof 1 fue el cE5crlto por Oromet-Elhllnlln ( 26). Se 

preperiron crometóforos a partir oo bacterias, para lo cual se resuspendieron las bacterias en un 

buffer cm Trls-11:11 O mM pH 7.5, en una proporción el! 1 :3 (bacterias: buffer) , se les aña!íó 1 

mg re DNMll por ca 10 !roo pioo húmim m bacterias y MgS04 1 mM. 

Perer001per les células se soniceron en lote3 <t 25 ml oorante 2 min, en un soniadlr Brensm, 

enfrinh con agua a 4° C. 

Se ~lrifUCJÍ e 15,000 rpm 20 min pera remover células sin romper, cápsulas, ele, que !JJEÓlrl 

en el pra:lpltacb. Se lomó el &lbrenlD!nte y se centriflJ!ji e '10,000 rpm 1 hr. En el precipitldl si? 

encuentren los cromatóloros los cuales son lavllbs en buffr.r Tris 1 O mM. pH 7.5. 
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t 
Se hierven 20 min 

t 
Se agitan 15 hrs a 4ºC 

i 
Centrifugar a 15,00J rev/min ( 20 min ) 

/ ~ 
Sobrenadan te Precipitado 

i 
Se precipita con TCI\ al 10 % 

t 
Centrifugar a 20,00J rev/ min (20 min ) 

/ \ 
Precipitado Sobrenadan ta 

i 
Se resuspende en Tris-HCl 10 rrM pH 7.5 

t 
Se ajusta a pH 7.0 con KOH 

t 
Se centrifuga a 40 ,000 rev/min ( 1 hr ) 

/ ~ 
Sobrenadante ( Extracto de Precipitado 

Inhibidor,9.3 ± 2.0 mg/ml ) 

Figura 3. Método para obtener el extracto de inhibidor 
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Los crometóforos fueroo resuspendl!bs e una concentr11:ión de 5 mg prot/m 1 en una solución que 

contenía o.2ig Tritón X-100 (v/v) y Hepes 1 mM pH B.O. Se dejó reposar por 30 mina 111 

temperaturamnbiente. Lesuspensiónfuec:entrifll!Jdae 140,000 x g 90 min a4 C. El resto de les 

operaciooes se reelilll'oo a 4° C. 

El sobrenidente, que mntiene aproximmnente 1 mg prot/ml, fue conamtrsb 11 8 mg prot/ml 

mediante una membrana de diálisis y Acu5:im . El concentraoo se paso a un gradiente 1 ineel !E 

gllairol (5115 1, vlv) coo 0.1 1 Tritón X-100 y Hepes 5 mM pH 8.0. El grmllente fue 

cenlrifugd> ¡xr 15 hrs a 26,000 rpm en un rotor Bld:man SW-27. El mmplejo fof 1 se 

encuentre en l!IS fra::clones 3, 4 y S el cual es dependiente de ea++ (Fig 4). La table m 

purifiCl!Ckin se presenta a continuación. 

-
mgprot/ml µmoles P i/mg prot/hr 

Cromatóforoo 24.0 2.84 
- - .. 

Extr9jo Tritón X-100 6.9 1.90 

Grll1iente de glicerol 0.61 4.24 

- ·-
Tibie 2. Promedio de las purlfiaK:iooes obtenidas de la Fof 1 de Rhabspiril/11111 rubrum. 

2.1 Obtenclán dlt I• proteln• lnhlbidar• y dlll factor F 1 dll •llocendri• de carezón 

de res. 

Le proteíne inhibictra fue cblD por Dreyfus y ail ool Instituto de Fisiología Celular; para su 

separm:ión se si!JlfÓ el métldl m Kt111ner y colaborsbres ( 70 ). 

Le purifica:ión del fm:tir F 1 m mitocmria oo oorezón de res se llevó e cebo S8}in el métaoo de 

TUllfllly OOmez-Puyou ( 71 ). El fm:tor F 1 de milocondrla de oorlllÓll oo res fue imim por lkímez

Puyoo y col mi Instituto de Fisiología Celular. 



Bacterias resusoend.idas en 
Tris-HCl lOrn\l oii 7. 3 ( 1: 3 l 

1· 
3e le a:¡rega 1 rrq de mf:!..sa y M:¡SO 

4 

i 
Se sonica en lotes de 13 ml , 2 min a 4 ºC 

t 
Se centrifuga a 

~ 
15,000 rw/rnin,20 rnin a 4ºC 

~ 
Sobrenadan te Precipitado 

i 
Se centrifuga a 40,0DD rev/min,l 

t ~ 
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Sobrenadan te Precipitado (cromat6foros) 

t 
~suspender en 0.2% de Trit6n X-100 
l mM Hepes-NaOH pH 8 • O 

~ ~ 
Sobrenadante Precipitado 

t 
Se le cx:incentra a 8 rrg/prot/ml 

~ 
Se sarete a un gradiente lineal de glicerol (5 a 15 % v/v ) 
con 0.1% de Trit6n x-100, Hepes 5 m\l pH a.o 

i 
Centrifu:¡ar a 26,000 rer.r/min, 15 hrs 
en un rotor Beckman S>v-27 

t 
Se concentran las fracc!.=es+3,4 y 5 
e.i las CJIE se encuentra la H ATPasa 

Figura 4. Méto:Io para obtener la ATPasa de ?.!'".odospirillum rubrun. 



27 

2.5 Técnicas utmzadllS. 

2.5.1 Deter11inación de proteína. 

La canti!Di re proteína se estimó utilizanm el mé\IXD re Lowry ( 72), utlfüanoo cxxno esténOOr 

albúmina re suero oo boYino ( BSA). 

2.5.2Determinaciónde1e ectivided hidro1ítice da 1• H•ATPesa. 

La octividOO oo la ATPasa fue determinUI por la liberación oo Pi, rel ATP hitroli2800, mediante un 

sistema rfll}lnerm: 

ATP ____ f.!P_~----) (ADP +Pi)+ PEP ____ e~----) ATP + Piruvato t ________________________________________ J 

Le rei.xión se lleva a cabo en un medio eµ¡ contiene ATP 3mM, M~l2 o Ceel2 3mM, PEP 

(Fosfoeool piruve\o) 1.45 mM, PK (Piruveto Kinasa) 7mg, Tris-Acetato 50 mM, KCI 60 mM, pH 

8.0. Le reacción se inició al lq'llfJI' le enzima y se paró con una concentroción final ool 6 1 IE 

TC'A, respués re incubar a 300 e rurante 20 min. 

Las muestras fueron centrifuglllas a 3,000 rpm 1 O min. 

2.5.3 Datar11ineción 11111 Pi Uber•. 

Pare determinar el Pi liberelb por la hi<tólisis ool ATP se utilizaron 005 métoo:is, uno pera la 

FoF 1 re RhaiJspirillum rubrum y otro para le F1 re mitlx:oniriaoo corazón oo res. lo anterior e::; 

debioo a 1JJ1! la IElivi<BI hi<tolítica re la FoF 1 oo la bacteria es relolivamen\e baja para lo cual se 

utilizó un métcd:l muy sensible ( 73), el aiel puem reterminar hasta 1 o nmola <k Pi. 

Para determinar el Pi liberelb en el caso ti! la F 1 re mitlx:onirie oo corazón re res se utilizó otro 

métatl ( 74) no tan sensible. El Pi fue !Eterminam por uno curva estónOOr utiliMil diferentes 

canlilhEs IE H3P04. La octividad específica se expresó en µmolas Pi/ mg pro\/ mino por hr en el 

caso de Rs. rubrum. 
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2.5.4 Determinación de lo actividad inhibitoria del extracto de inhibidor de 

Nhotlospirillum ru/lrum. 

Para ooterminar la inhibición oo la EK:tividOO hidrolítica oo la FoF 1 oo la bacteria o ciJ la F l 

mitocondrial se preincubóel extracto de inhihioor con la enzima durante 10 mina 30 oC en 100 

µl de un medio de preincubeción que contenía: Tris-mes 150 mM pH 6.8, ATP 0.3 mM pH 7.4 y 

cac12 o M~l2 0.4 mM. La reocción oo hidrólisis se inició al agregar el medio oo incuboción 

descrito en la sección 2.5.2 , la rem:cián se paró con TCA al 6 1 después oo 20 min. Lns controles 

contenían ambos medios, agre<ptisen las mismas circunstancias pero el extrocto oo inhibidor fue 

suslituioo por un vol1Jmen igual de agua. 

2.5.5 l retemiento con tripsine al extracto de inhibidor. 

Se ¡ireparó tripsina en HCl 1 mM a una concentración final oo 5 mg/ml, al inhibidor de tri psi na se 

preparó en egua a un3 concentración final de 25 mg/m 1 ( 75). Al extrrr:to de inhibidor ( 5mg/m 1) 

se le incubó con 2 mg de tripsina a temperatura ambiente por 1 , 2 ó 4 hrs. La reacción se paró 

agregan00 10 mgoo inhibiOOI' oo tripsina 

2.5.6 Electroforésis en placa gel de acrilamida-SOS 

Se utilizó la técniO'J OOsr.rita por Von Jf!!PN ( 76) oobioo a que tiene una alta resolución, sólo se 

necesitan !El oroon de µg oo proteína, el sos ( Dr.o:lecil sulfato oo sodio) evita la ~reg;-citin de lu 

proteína inhibicklra, fdlmés de ser un méto00 simple. La Al Pasa oo RIKKJ.1spiril/um r1Jbrum, IA F 1 

oo mitocorntia oo a:razón de res y sus inhibimres h:lmólogis fueron sometioos a una eloctroforésis 

en geles oo acri lamíOO en condiciones desnaturalizantes para ver el gr!OJ oo pureza y de homoll)Jla. 

El !J!l resolve00r al 16 :1, para 20 mi, contenía: 

-o. 1 m l lil persulíato de amooio al 1 o :1 

-16 mi oo acrilamidá-bisocrilamida (301-0.91) 

-10 mi oo buffer Tris 3M, HCl IM, SOS 0.31 

-4m 1 re ~licero! 79.51 ( vlv) 



El !J:l concentr!DJr al 4 i , para 12 m 1, contenía: 

-7.i mi oo H2o b1oosttlooa 

-0.1 m 1 et? persulfato de amonio el 1 O :« 

-1.6 mi de acrilemida-bisacrilemida (30:«-0.9!l) 

-3 mi de buffer Tris 3M, HCI IM, SOS 0.3:« 
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La f>Jlimerización se llevó a cabo con O.O 1 O m 1 de TEMED ( N,N,N',N' -Tetramelil etilendiamina). 

El bi'Jffer inferior con Tris 0.2M pH 8.9 (HCl) y el superior con Tris 0.1M,Tricina O.IM, SDS 

O.IS. 

La Unción se llevó a cabo sumerglenckJ el gel en la siguiente solución: isopropanol al 25 ~, li:ioo 

m::ético al 1 O :«y azul de comassieu al 1 :«.Se restiñó en la siguiente solución: etanol 25 :« y ácioo 

!ritÍltXI al 1 O l. Se dejó inchar el ~I en ll!JUB durante 2 hrs, se montó y secó sobre pnpel filtro. 
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3. 1 Efecto del extracto de inhibidor de Rhotmpiri/111• r11/Jr11• sobrll 1• Fo-F 1 

de 1• bacteria. 

Una vez obtenloo el extrm:to de tnhlblOOr, se real1281'on experlmer1toc; para ootermlnar la m:UvllBI 

inhibltorla á!l extril:to oo lnhlbhir sobre la Fof 1 homól()f}!, obtenlm por el mét!Xb á! Oromet

Elh81l811 ( 26). 

Al ser prelncubmtl el extrm:to oo inhibimr con 111 Fof 1 e lnlclllla 111 reección oo hidrólisis, se 

obtuvieron los resultaoos expreseibs en 111 figura 5. 

Estos experimentos claramente el efecto inhibitorio mi extracto á! lnhibloor sobre le ectivilBI 

hidrolílica m la Fof 1 m la bll:leria. Asimismo, muestran, al igual que en mltocondrla oo corazón 

de res ( 32), cloroplasto ( 33), levlllura( 44) y Eschericl11iu:o/i ( 35,42), una disminución de la 

ir:tivldlm l;idrolítica á! la enzima al aumentar la concenlr11:ión O! la proteína inhibiOOra. 

A diferencia !E otros experimentos en los que se 1'8'Jiere oo 1 µg de proteína inhibicbra pera 

Inhibir 1001 la m:tivilBI hicrolítica de la enzima (32), en el nuestro se requirieron hesla ms 

órdenes m m191itud más de extrm:to oo inhibimr pare obtener une inhibición significativa. Al 

respecto, cebe seiialer que se utilizó un extr11:to y no la proteína lnhlbicbra purificllla. 

3.2 Efecto dll extr1cto de tnhtbtdor di Rhodl.fplri/111• ru/Jr11111 sobre 11 F 1 de 

•ttocondri1 di corlZ6n di res. 

Se decidió CU811llflcar el efecto Inhibitorio del extracto oo lnhibimr sobre 111F1 O! mllm'ldria m 
corazón !E res para OOtermlnar la existencia de un posible cruoo funcional entre estas ms 
moléculas. Los rosullaoos se presentan en la figura 6. 

Al igual que en el experimento anterior, el extrm:to !E lnhlbimr Inhibe ampliemente la 11etividlll 

hldrolitlca m la enzima. En este experimento también sa 1'8'Jirieron altas concentraciones del 

extri.:to 12 inhlbiOOr, pero la inhibición fue mucho más significativa cl!blm a que la F 1 

miloconlt'íal llene una mayor actlvllBI especifica que la Fof 1 m /lhaiJspirillum rubrum. Por 
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El extrecto de inhibioor ( 71 O µg) se preincubó con c~ntidodes veriebles de 
FoF 1 de la b11:teria con una actividad específica oo 3.6 11molas Pi/mg prot/hr. 
Les condiciones experimentales son presentadlls en métaoos. 
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Se preincubaron 600 µg de extracto de lnhlbílilr con diferentes cantid~s 
de F 1 de mltocondrla oo corazón oo res con una i.:tlvlOOd especfflr..a de 8. 7 
µmolas Pi/mg prot/min. Las condiciones experlmenteles h!!ll sido referidas 
en métOO:Js 
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otro l&il, es importante mencionar el hecho cE que aún no se ha report&il una protelna inhibiOOl"a 

de procarionte que cruce funciooalmente con una H•ATPasa de eucarioote (36). Estos 

experimentos nos indican la posibilidad de dicho cruce funciooal. 

3.3 Efecto en 111inhibición111 tratar 111 extracto de inhibidor con tripsin11. 

Pare corroborar que la inhibición !El extracto de inhibidor se debe a una proteína, se sometió éste 

e le m:cioo de la tripsina. Una vuz tripsinilílb el extrocto de inhibiltlr oorante 1 hr y detenida la 

res:ción de tripsinizoción con inhibimr de tripsina, Sll preincubó e incubó con F 1 de mitOOllldria 

de corazón de res. Los resultados se presentan en la figura 7. 

En estos experimentos se demuestra que, romo los ~oo proteínas inhibidoras de mitocondria 

( 32) y cloropleslo ( 33), el extrocto li! inhibidor también es sensible a la acx:ión ckl la tripsina 

Tanto le cantidad que se usó de tripsina romo el tiempo oo tripsinización fueron suficientes para 

desapar!a!r totalmente la octivilbl inhibitlria, ird!pendientemente oo la canticbl agrll\JKla de 

extracto de inhibimr tripsinizati. 

Por otro l&il, se li!muestra que las mismas concentraciones de extracto de inhibidor sin 

tripsinizar provooan inhibición de la octividil1 hitrolitica oo la enzima. 

Con base en los result&lbs anteriores, se re11lizaron otros experimentos, similares al anterior, 

pero con FoF 1 oo Rhabspirillum rubrum y con le F 1 li! mitoconiria de corazón de res. Los 

resultm se presentan en le figure 8. 

Estos últimos experimentos indican que la tripsine no previene le activilbl inhibitoria del 

extracto de inhibictir sobre la íof 1 oo 111 bacteria. Sin embllr!Jl, la tripsini211:ión sí elimina el 

efecto inhibitlrio del extrocto oo inhibimr en 111F1 milcx:ord'ial. Ye se ha report&il que en el caso 

m la mitcmndria ckl cor82Ón de res, la ragioo oo le proteína inhibidora que interac.túa con la 

11+ ATPasa se conserva aún <Espués oo someter dicha proteína a la occióo de varias enzimas 

proloolihcas, entre ellRS la lripsina ( 77). 
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L!!S condiciones de tripsinizm:ión, preinr.ubm:ión e íncuboción fueron 
descritas en métolbs. Se utilizaron 2 ug oo F 1 con una ~tividad espe
cífica de 8. 7 umoles Pi/mg prot/min. 
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Sobre la Fo-F 1 de 
Rs. rubrum 

Sobre 111 F 1 de 
milocondri11 

1..-~~~....-~~~·_. 

2 4 
Hrs 

Flg. 11Erecto11•1 llllll~idor lrlpslnl7.edo • lltrer1nles ll1111pos 
sobre I• 1clivid1d d1 11 F 1 di milec111dri1 y 11 hF 1 do 
lllHllhls,iri/1- r,.,._ 

Se sometió 1. 19 mg de extracto de lnhibicbr a la acción de 111 Tripsina a 
diferentes tiempos COOlO lo indica la gráfica. Una vez parada la reacción 
con lnhlbloor de Tripsina se prelncubó, por un 1800conF1 de m1tocondrla 
de corazón de res ( 3.1 µg) con una activided de 123 µmoloc, Pi/mg prot/ 
hr y por otro con la Fof 1 de la bacteria ( 82 ¡.¡g) con una actividad de 
2. 7 µmolas Pl/mg prot/hr. Las condiciones experimentales fueron des
crites en métodos. 
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UnJ explicación ool por qué el extra::to de inhibioor tripsinizEdl mantiene su octividad inhibitoria 

sobre la foF 1 de Nhakz¡piril/um rubrum, es que, a pesar oo la protoolisis, se mantiene 11:tiva 

alguna región de la proteina inhlbl<bra; región que, por otra parte, es incapa:l oo inhibir la 

a::tivicBI hidrolítica de la F t mitocorvrial. 

3.4 Efecto del pH en el medio de preincub11eión sobre 111 actividlld inhibitoria. 

Unooo los foctores c¡oe intervienen en le interacción del inhibi!llr con le WATPasa, es et pH del 

medio oo preincuboción. Se he mostr!W que en algunos sistemas mitocondriales el pH óptimo de 

interacción oo lo proteína inhibi!Era oon le H+ ATPasa es li!1!f'emente li:ioo ( 32,37 ,44). El pH 

óptimo de interacción es oo 8.0 en Escherid11iuv/i ( 42) y en cloroplastos ( 33). También he sioo 

oomostrEdl que el pH juega un papel importante pare l~er una inhibición significativo de le 

ectivic!OO hidrolítica de la tt+ATPase. Por to00 lo anterior, en este trabajo se consiooró interesante 

ooterminar el pH óptimo de interacción ool extrocto de inhibi00r y lti F 1 mllocoodriol( figura 9). 

Los resu111d!s indican que 1a mittor inhibición corresponoo a un medio de preincuboción con pH 

8.0; este valor aiincide con el pH que perm ile el máximo oo octivilhl oo la F 1 de mitocoodria. 

Nótese que el pH óptimo <Elermin!W fue sobre la F t oo milocondria y no sobre la fof 1 de 

N/Ji:Ws¡Jirll/um rubrum. 

3.5 Efecto de 111 variación del catión y del AlP en el mc1liu 1if: 11r1:iru:11h6':1i111 

durante ol proceso inhibitorio. 

otro oo los rfJjUisítos para ltx)l'Ar la Interacción del inhibloor con la 11 +fil l'asa b la prnmcuhir:ion 

con nuclootictt. ·,·cationes ( 32 ,44). Algunas proteínas inhibioor~, r>~ nocesitan •í? nuclr:oltoos ni de 

cationes, pero sí re una preincub11:ión con le enzima, como para r.I caso oo Ec//erichio coli( 47.). 

otros sistemas, como SIJcc/Jeromyces cerf!llfsiae ( 78) y clornp lastos ( 3~), no requieren re 

prr.incubación. 



25 

20 

15 
µmolas 

10 
Pi/mg/min 

5 

Fl + E.I _. 
_..------.--___ ___....... 

o.._~====~::__~~+-~~-+-~·~--1 

5 5.5 6.R 
pH 

ll 9.5 

Flg 9 Efecto del umblo de pH en el medio de prelncubactón 
sobre le eclivided inhibilorie llel edrecta de inhibidor 

Pare el medio de preincubflCión se utilizó Tris-malt::ico 300 mM el 
pH indicado en la gráfica. Se uti lizélron 2.5 µg oo F 1 de m itocondri11 

37 

de r.orazón con una actividad o5per.lflca re 2·1 µmolas P l/mg prot/m in 
y 800 11g da extracto de inhibidor. Las condir.iones exper imentale5 
so <Escribieron en rnétodJs. 
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Pera <ilterminar si es a no necesaria preincuber con nucleóticbs y cationes el extr11:to oo inhibioor 

con Ja enzima se realizaron ctJs experimentas: en el primera (figura 1 O), se probó el erecto de Ja 

ausencia de ATP o Mg++ oobre la11:tivi1Bl inhibitoria del extrs:to d! inhibimr en Ja f 1 de mito

cmtia de mr82ón de res; este experimento mostró la necesilB! del nucleótioo y ool catión para 

lograr un erecto inhibitorio significativa, ya que si se suprime ool media re preincubación al 

catión, al ATP a a ambos, la inhibición disminuye consi<ilrablemente. 

El experimenta anterior se repitió con la fof l de Nha:bspirillum rubrum, pero con ca++ debiri:I 

a que la fof l de la bs:leria es d!pendiente re éste. Los resultm, que se presentan en la figura 

11,muestran que en este caso na existe la necesidad ni de ATP ni de ca++ para lograr la inhibición 

O! la activilB! hidro!ftica de la fof 1 de Nlu:bspiri//um rubrum . . 

Aún <µllilría por Olterminar si el propia hecho re preincubar es necrearia para l~ar la 

inters:ción con la fof 1 homÓIO:J!. 

3.6 Electroforísia 111 pla gel de 11:rtl•idll-SOS. 

Paradlterminar el irande pureza del extrs:tode inhibimr se le rorrió en un gel oo s:rilamili!

SOS. Coola punto de comparación también se mrrió en el mismo gel o la proteína inhibidare de la 

WATP858 de mitmindria de ctrllZÓl'I de res, a la Fof 1 O! Nhai:Jspiri/lum rubrum y a la r 1 

mitix:oodrial (figure 12). 

El gel mostró que el extrll:to de inhibimr se encuentre muy contaminan por varies proteínas; sin 

ember!Jl, se encontró una bardl, la de mB'y'or concentrs:ión, que tiene un Rf muy strnilar al ~I 

inhibimr de laH+ ATPasade milocmtia demrll2Íln de res, lo que nos hs:e pensar que dit;ha barni 

es la proteína inhibimre de 111 H+ ATPasa !E NlllXbspiri//um rubrum. La sugerencia anterior se ve 

reforzade por el hecho oo que las proteínas inhibimras tienen pesos moleculares que van ~ 

6,000 en CanditiJuli/is ( 44) a 13,000 en cloroplasto (33). Por otro lllfb, la poc,ibililB! de~ 

la proteína inhibicbra se encuentre qegQI, enmascarando el verdrllro peso molecular, queda 

OOsc&rtem ya que el SOS evite dicha ~Ión. 
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Fit 10 Eí•cl• •n I• v•ri•ción d•I nt y ATP en 1• pr•incub•ción 
s•IM'• I• •clivid•d inhibilDri• 1111•1 Hlr•clo crudo H I• F 1 
d• 111ilecondri• 41• c•rmzón • r•s. 

El medio de preincubeción en este experimento varía en cuento e la presenr.ia 
o ausencia del catión y del nucleótloo como se muestra en la gráfica. Todas las 
demils condiciones fueron romo les indic00a5 en mét!Xlos. Se USl.lron 1.6 µg de 
F 1 con una actividad especifica de 1 O µmolas P i/m~ prol/m in y 450 µg de 
inhlbililr. 
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Fig 11 Efecto lle la variaciin llel Ca y ATP en la praincubació11 
sollre la aclivill•ll lnlllbllari• del Hlr•clo crudo en I• hf lile 

llHd•S11irill- ,..,.""' 

Las condiciones expP.rimenteles fueron las mismas del experimento anterior 
con la diferencia de que el catión ut111Z81tl fue el ca d&bloo a que la Fof 1 de la 
b111:teri11 es dependiente de éste. Se utilizaron 35 µg IX: fof 1 con un11 nclividad 
especifica de 5 µmolas Pi/mg prot/hr y 500 µg de extracto de inhibiOOr. 
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Fig 12 Electroforésis en placa gel de acrila~ida 

.. ' 

En el carril 1 se corri6 prote1na inhibidora de ATPasa 

de mitocondria de coraz6n de res (10 t'9) ,en el 2 F1 de 

mitocondria de coraz6n de res (10~ g) ,en el 3 FoF1 de 
Rhodospirillu:n rubrum (10 t'9)Y en el 4 extracto de inhi
bidor(lO t' g) .En el carril 5 se corrieron marcadores de 

pesos rnoleculares:albarnina de bovino,ovoalb~mina,pepsina, 

-~lactoglobulina y lisozima.Las condiciones experimenta
les son las descritas en rn~todos. 
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3. 7 Efecto del lnhibidor natural dll le H•ArPesa da 111itocondri11 de corazón dll res 

911bre le m:tividlld hldrolftice de 111 fof t dll N/Jatmpiri/111• ruhru11. 

Una vez conreide la interiuión de nuestro extracto de inhibicir con la F 1 de mitooin<ria de 

corll2Óll de res, se realizaron experimentos para determinar si su proteína inhibilb'a tiene algún 

efecto sobre la Fof 1 de NlmE¡Jirillum rubrum : 

µg. defofl µg. oo lnhibilb- oo mitoconcria 1 oo Inhibición 

34.7 1.4 100.0 

T•I• 3. Efecto de la proteína inhibilb-a oo mitoconcria sobre la Fci 1 de Nhtxbspirillum rubrum 

cuya m:tivtdll! esptK:Ífica fue oo 4.1 µmolas Pl/mg prot/hr. las rondiciones experimentales son 

li!scritas en métoOOs. 

Como puede apreciarse, el efecto inhibitorio de la proteína inhibicira es total, además m que la 

QlllCl!lltración usa de ésta es muy pequeña en a.nperación con las cenlid!Ds requeridas de 

extrm:to de inhibicir. lo anterior se debe al alto grmk> m pureza m la proteína inhibi'*>ra 

mitoainck'ial, mientras que el extrm:to de inhibimr se encuentra rontamiMtl por muchas otras 

protell'lll.9 (figura 12). 

3.1 Elt•lnecl6n dlll TCA c11111posible1rtefect11 en 11 ICtlYtdld lnhlbltarie. 

En algunos métribs de purifics:fón de ,proteíMS lnhlblmras ( 44,35) se usa al TCA para 

precipitar; a pe5S' m que el pH mi precipita es neutralfzDI, Jl(d'la pensarse~ el efecto 

inhibitorio 9llll pr!J'olWIOO por el TCA. Para Olscartar dicha posibllicB! se reellziron experimentos 

en los que se dielizó el extracto de inhibimr, se le pasó por una columna de Sephm G-50 y se 

determinó el efecto d!I TCA neutrali28d> sobre la aclívi!B1 hidrolítica oo la F 1 oo mitocoodria de 

corazón de res: 
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3.8.1 Diálisis de1 extracto dll inhibidar 

Para eliminar el posible TCA del extri.:to de inhibilt!r se diali2.'Ó en une membrn dlJ 6,000-

8 ,000 PM rontra Tris-HCI 1 O mM y contra KCl 1 M. l levade a cabo la diálisis se prOOó su efecto 

inhibitorio sobre la f 1 dlJ mit<KXll'O'ia dlJ cor821Ín de res; los resuttm se eKpresmi en 111 figur11 

13. 

Los experimentos indiCM que el extri.::to dlJ lnhlbktr di111lzdl contra Tris-~I 1 O mM pierde su 

m:tlvllB! inhibitoria, pero que no la pilril al ser diall21Dl contra KCI 1 M. Se~ que la protelna 

lnhlbllt!ra mi la H+ ATPase re mltcxmrla de arazón di! res forma 8IJ'8glltJs al l!OOllllrarse en 

medios con bajes conamtrm:lones dlJ sales, perdienm su cepm:ldad inhibitoria; áidl8 qegcción se 

el inÍlna 111 11Umentar la concentroclón dlJ les sales ( 79 ). Este fenómeno exp 1 ice clnmenle por qué 

el extrs:to de lnh!bimr pierde su s:tivichf inhibitoria al ser díalizstl contra Tris-HCI 1 O mM, ya 

que este snortigum contiene una concentrm:ión baja de sales. También se cmcluye m estos 

experimentos que el TCA no Interviene en el pra:eso inhibitorio. 

El extr11eto de inhlblmr dialillOl contra KCI 1 M se preincubó con aintid!O!s ~entes d! Fof 1 

m llhodlspiril/vm rvbrvm para determinar su ectividfKI oobre la H*ATPasa lmlól<91. Como se 

aprecia en los resultm (figura 1 '4), la m:tivldad Inhibitoria mi extracto de inhib)(n- dializm 

no se ve afecta. 

3.8.2 Pao del extracto de inhtl1t4ar par u11 colu1u11 de s.,Mdex e-so 
otra menera con la que se eliminó el posible TCA cmteniltl en el extrm:to de inhibiltr fue paser al 

extrm:to por una oolumna de Sephlldex 0-50 fino. las friw:ciooes se remlectaroo a partir ~ 3 m 1 

antesmsalir la muestra. Seobtuvieroo 2 friw:clmes, la primera de ellas con 3.5 mg prot/ml y la 

Sl!IJ.lnOO con 1. 7 mg prot/ml. Estas frtwXlones se usaron para dlJterminar su ef1:1:to inhibitorio 

sobre laectlvldml hidrolíticaoo l11F 1 mmil~ia<EcorazóndlJ res; las resultm se muestran 

en la figura 15. 
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Flg 13 Erecto lnhlllllllwl1, •• dtr1r1nl1S 11lr1clos, soltr. 11 F 1 
d1mllocalll4ri1111 corH6n d1 res. 

Les condiciones experimentales son las presentedes en métodos. rn le 
columna 1 se usó extra::to de inhibioor sin dial izar. en la 2 se dial Izó en 
Tris 1 O mM pH. 7 .5 y en le columne 3 se dielizó en KCI 1 M. La diálisis 
se llevó a cabo durante 12 hrs en un litro. Se utilizaron 300 µg de ex
tr11:to de lnhlbloor y 211gdeF1 oo mltocondrta de corazón <l:! res con 
una actividad específics de 8.3 µmolas Pi/mg prot/min. 
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Les condiciones experimentnles son lns descritns en métoms. Se 
ut111zaron cantidades variables de Fof 1 con una actividad espe
cífica de 4.1 umolas Pl/mo prot/hr y 71 O uo oo extrs:to oo lnhi
bfmr. 
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Flg 15 Efecto de les frecclenes olllenl4'n. de .. lreclo 
de lnhlbldar. de le celunme de s ........ 6-!iO sallre 
I• ecllvldell hlllralltlce de I• F 1 d• •llocondrle do 
corezán do ros. 

La columna de Sephlllex 0-50 ( 1.5 x 20 cm) fue equilibrOOI! con Tris HCl 

1 o mM pH 7.0. La columna 1 muestra la inhibición provocatt por el extracto 
cructi ( 900 µg), la columna 2 corresponde a la pr lmera frocción obtenide 
( 280 µg) y le columna 3 e le segunda fracción ( 140 µg). las barras claras 

son extrapolaciones al porcentaje de inhibición respecto a le asntidl!d de 

protelna de la primera columna. Se usaron 2µgdef1 con una ecttvldl!d espe
cífica de 11 µmolas Pi/mg prot/min. les CÓndiciones experimentales de la 

pretncubeclón e incubación son referidas en métooas. 
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Al pasar al extrocto <E inhlbicklr por la columna de SephacEx 0-50 se pierde parte del efecto 

inhibitcw-io; sin embar!J), las frir:ciones obtenidas oo la columna tienen muy poca proteína respecto 

al extrldo original. Si se eliminara el efecto de dilución <E proteína, entonces le octividad 

inhibittw'ia inicial se recuperaría, sobre 100:> en la segunlil frocción (la cual, probablemente, 

contiene más proteína inhibi!Ua). 

otra explica::ión ~ le pérdide de le ectivided inhibitoria es le propuesta por Klein y col ( 79), 

quienes encootraron que la proteína lnhiblmra oo le H•ATPesa de mitocondrie de corazón de res 

forma qtll]lli>s al pasarla por una columna oo Sephm O- 100, perdiordl así su octividad 

inhibitcria 

3.8.3 Efecto del Ir.A neutrelizlllD sobre le actividad hidrolitice de la F 1 de 

11iloconrie de corezán de res. 

Pera llevar a cabo este ensayo, se utilizaron concentr11:iones mayores oo TCA a la calcul&OO en el 

extra::to oo inhlbimr, asumlénOOse que el botón obtenht1 después dJ le precipitación fuere 

totalmente TCA (ver le sección 2.2). Esas mnamtr11:iones de TCA neutraliZldl fueron eñooides al 

mlllio oo preincubm:ión, 5e1J.1im de le lncubm:ión pera iniciar la rim:ión oo hlli'ólisis de la F 1 oo 

mltoonrie oo corazón de res ( fiCJlre 16). 

Qirno se aprecie en las resultm, el TCA neutraliza:b no Inhibe 111 m:tivl!BI hldrolitir.a oo le F 1 de 

mitoooncria; incluso se observa una ectivm:ión que oo p!ltemos explicar. Sin embar!J), lo 

importente pare el propósito oo este Investigación fue demastrar que el TCA no tiene efecto 

inhibitcrio. 
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Fig 16 Efecle HI TCA seflre 1• •divi•MI hi*•liliu de 
I• FI de milocondri• de cerezin ••res. 

La f 1 fue prelncubeda en un medio que contenía Tris-mes 150 mM 
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pH 6.8, ATP 2 mM pH 7.4, MgCl 0.4 mM y concentreciones variables 
de TCA lndlams en le gráfica. El resto de 185 condiciones son 185 refe
ridlls en métolDs. Se usnron 2 µg de f 1 con una m:tividad específica 
de 3.3 µmolas Pl/mg protlmln. 



ESTA TESIS NO DEBE 
e-11m DE LA ·)t. ·1¡,...~·,, 
.wu.111 1; :.;;-;,,,,(,¡;;.-.1A 

4 DtllUll6n 

Con bese en los resultlllls anteriores, es válim proponer que en el extrocto cru<kl oo inhibillir se 

encuentra la proteína inhibi00ra de la WATPasa oo RhaiJspirillum rubrum ¡ sin embar!Jl, los 

resultm no serán totalmente definitivos hasta obtener la proteína inhibi!b'e pura pera lograr 

una cs-s:terizeción más fina mi éste. 

le continll8'.:ión mi presente trebejo cEberá avocarse a le purificación 00 dicha proteína 8 partir 

ci!I extracto cru<kl ci! inhibiOOr mediante tOCtiicas bi1X111Ímicas mwencionales, o mediante una 

mlumna IE sfini<kl, 0000 que, el parecer, los anticuerpos contra la proteína inhlbioore oo le 

H+ATPasa oo mitooondrie oo corazón oo res Nmmlfl al extracto oo inhibiltlr oo R/Jabspirillum 

rubrum (mitos no presentm en este trabajo). 

otra posibili!Bt más en cuento e le purifics:ioo oo la proteina inhibi00ra as la oo sa]Uir el métcm 

oo Kleiny mi (79), quienes, con base en la p~iemtoo le proteína inhibi!b'a oo le H•ATPesa oo 

mit<X:OO!tia !E formar lllJ'egmDs, le hl!n purifiCBllJ a partir de partfcules submitocon<tiales 

mediante una columna !E Sephlldex G-100 y prs:ipitación con TCA. 

Si hien uno oo los problemas principales lill trabajo flll que la FoF 1 oo Rhabspiril/um rubrum 

tiene una actividml especifica muy baja, esto mismo fue lo que motivó el interés de la presente 

investigm:ioo: mostrar 111 exisbn:ie oo la proteína inhibictre de la Fof 1 oo Rhabspirillum 

rvbrum. 

En este trebejo 911 d!terminÍI que el pH ~timo m inter11:elón entre el extracto di inhibi00r y la 

F¡milo:mtisl eslil 8.0. Si este pH~timoesel mismo para la interél:Ción con 111Fof1 hoolóhqi 

pmrí11 pensarse en una purifiCllCión cm le FoF 1 de Rhabspiril/um rubrum ·e pH S:ioo pare 

fm:ilitar la liberm:ión ool lnhibictr, dlOJ que éste inter11:eione mejor e pH b8sico, y así resolver el 

problema oo obtener una enzima más activa. 

En IJlflCl'BI, el extrocto oo inhibiror presente caracterlsticas comunes a otras protoínes 

inhibiltlras¡ sin embar!Jl, presenta otras no muy oomunes romo el hecho oo que su octiYi<kl 
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inhibitoria no es afectado por Ja tripsina cuan<b i.:túa sobre le Fof 1 tanól~, mientras que sí le 

mecte el i.:tuar sobre la F 1 milcmxriel. otra cari.:terísttai, mnsi<Erllh por primera vez, es el 

hecho, mlfy' probable, de que una proteína inhibimre de proairionle inhibe le 11:Uvi<hl hict'olíttai 

de una F 1 de eucarimte. 

Fir.aimente, cabe emir que este trabajo es sólo perle de une gema de posibilid!dls cil conocer más a 

fon00 los mecanismos de rS}Jlir:ión de la H+ATPasa de llhatJspirillum rubrum. 
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1 Mediante un métlrll de purifia.:ión bl!Sllb en un tratamiento con calor y precipitación con Tr.A 

se obtuvo un extr11:to crud:I de lnhibiltlr. 

2 El uso del Tr.A durante le obtención del extndo cruoo de inhibimr no interfiere en el efecto 

inhibitorio. 

3 El extrtdo de inhiblltlr disminuye considnblemente la activilB! hidrolític:a de su ATPase 

homólO]B.. 

4 El extrs:to de lnhibiltlr de 111 H+ ATPBS!I de lllmlspiri/111m r11br11m Inhibe le F 1 oo milrxmdria 

oo cor8ZIÍn de res. 

5 Le protelne inhibicbra oo mltOOJndrie oo ar82Ón de res Inhibe la acivilB! hidrolítlce di la 

ATPa de RhaiJspiril/11m rubrum 

6 La intena:lón proteína inhibiltlre- F 1 de mitrxmria oo corazón :E res es mpendlente de una 

preincubeción <Xll1 ATP y Mg• +,mientras que no es ra¡ulsito pera interaccioner con su Al Pase 

homólojll. 

7 La tripsine disminuye el efecto ool extrm:to de inhibiltlr sobre la F 1 de mltocorO-ia oo corazón oo 

res, pero no lo disminuye cuenm actúe sobre le ATPa de RhaiJspirillum rubrum. 

8 El extrs:to de lnhlblltlr oonllene varias proteínas pero se observe, en el tJ!I, una b!lnde muy 

aiooentrlldlt le cual pmría corresponder a la proteina inhlbl<*lre puesto que tiene un Rf muy 

similar al de la proteína lnhibicllraoo mitoanria oocorazón de res. 

9 Aparentemente este extracto de inhibi<tr tiene ar11:terfsticas un poco diferentes e les 

mwencionales. 
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