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Por una érida llanura, entre 4lamos marchitos, a solas, con su sombra y su
locura, va el loco hablando a gritos......
... f loco vocifera a solas, con su sombra y su quimera.......
... NO fue por una tragica amargura esta alma errante desgajada y rota.
Purga un pecado ajeno, la cordura, la terrible cordura del idiota.

(A. Machado)

Tan loco como siempre y sin olvidar jamds que hay millones de
de nifios y mujeres que no tienen que comer.
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INTRODUCCION

LA ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LA
ATPsintase/ATPasa.

Generalidades.

Las enzimas F,F-ATPsintasa/ATPasas se encuentran en la membrana

plasmaética de los procariontes, en la membrana interna mitocondrial de las células -
animales, y en las membranas tilacoidal e interna mitocondrial de las-células
vegetales. Esta enzima clave sintetiza ATP en respuesta al gradiente de protones -
generado a través de la transferencia de electrones en las membranas transductoras -
de energfa, y en la direccién contraria produce este gradiente a partir de la hidrélisis - -

del ATP. Como su nombre lo indica, estdn formadas por dos sectores, F, y F,

En todas las especies examinadas a la fecha, la porc:(m F,, que es 1a eg16n

hidrofilica y catalftica de la enzima, est4 compuesto por cinco subunidades que se:

encuentran en una relacién molar de a,8;¥8e. En la eubacteria Escher“hla coh"’
masa molecular de cada una de ellas es 553, 50.2, 314,719.6,

respectivamente [Senior y Wise, 1983], y en el caso de la enzima® mxbocbndnal T
masa molecular de cada una de éstas es 55.2, 51.6,. 30.1, 15.1,'y:5. 74 kDa, o
respectivamente, con una masa molecular total de 317 kDa en el cago de Ia enzima

de corazén {Walker y cols., 1985]. Ademds en la F, mitocondrial se encuentra un
péptido de bajo peso molecular (9.6 kDa) [Franglone y cols., 1981}, conocido como
"inhibidor natural de la ATPsintasa/ATPasa" o IF,.

La composicién del F,, que es la regién membrana} e hidrofsbica de la enzima,
varfa segin la especie. El F, mds simple se encuentra en E. coli y estd compuesta por
tres subunidades con estequiometrias de ab,c,y ,, y masas moleculares de 30.3, 17.3,
y 8.3 kDa respectivamente {Senior y Wise, 1983; Fillingame, 1990]. El F, mds
complejo es el de las mitocondrias de mamiferos, con tal vez hasta siete subunidades,
Las subunidades del F, mitocondrial son a (ATPasa-6), &, OSCP (protefna que
confiere sensibilidad al antibiético oligomicina tipo "C", secretado por el hongo
Streptomyces diastatochromog ), d, Fg, A6L (subunidad 8 en las levaduras) y ¢
(subunidad 9 en levaduras), con masas moleculares de 24.8, 24.7, 21.0, 18.6, 9.0, 8.0,
y 7.4 kDa respectivamente [Knowles y cols., 1971, Ovchinnikov y cols., 1984 y Walker
y cols,, 1987). Recientemente el grupo de Walker ha reportado la existencia de tres
subunidades mads para el F, de las mitocondrias de corazén de res, se les ha asignado
el nombre de ¢, fy g; sus pesos moleculares por ia de aminodcidos son de
8,189, 10,209 y 11,328 daltones respectivamente; su funcién, asf como su
estequiometrfa estdn atn por definirse [Collinson y cols., 1994). En la




ATPsintasa/ATPasa mitocondrial de res hay una copia de cada una de las
subunidades a, d, OSCP y A6L, dos copias de b y Fy y varias copias de c.

Las subunidades A6L y 6 en el caso de las mitocondrias de los mamffero estén
codificadas por el DNA mitocondrial y son smtétxzadas en la mitocondria. Las otras
subunidades son productos citorribosomales que se importan a la membrana interna
mitocondrial [Hatefi, 1993). .

En E. coli, la subunidad b estd inmersa en la membrana por medio de una o
hélice que se intercala en la membrana por el N-feminal.-El resto de la molécula es
extramembranal y se considera que forma dos a hélices elongadas que se introducen
en el sector F,. La subunidad a estd ampllamenbe intercalada en la membrana por
medio de & hélices. La subunidad ¢ estd compuesta de dos o hélices unidas a la mitad
de la molécula por un segmento hidrofilico' muy pequeiio. La forma de la molécula es
de horquilla con dos « hélices que se extienden’ por la:membrana y sobresalen
levemente de la membrana, 1a vuelta hidrofilica central sale de la'membrana hacia

donde se orienta la F, [Fxlhngame, 1992), Las 10 6 12 copias de la subunidad ¢ estdn - :

dispuestas rodeando a las o hélices de Ias snbumdades ay.b [Fxl]mgame, 1990 y
Penefsky y Cross, 1991]. : ;

En'las mitocondrias de res, las subunidades b, d, Fs, A6GL (incluyendo su C-
terminal) y OSCP estdn expuestas hacia 1a matriz; este dato se ha obtenido mediante
la utilizacién de proteasas y anticuerpos especfficos para cada una de las subunidades
[Hekman y cols., 1991). La mayor parte de la masa de estas subunidades que es
gensible a las proteasas y a los anticuerpos no estd expuesta en el lado citosélico de
la membrana interna. La exposicién de las subunidades 6 y ¢ no se detectan por estas
metodologfas, en ninguno de ambos lados de la membrana interna, lo que sefala que
estdn inmersas completamente en la membrana.

Joshi y Burrows (1990) han investigado las relaciones de vecindad entre las
subunidades de la ATPsintasa/ATPasa por medioc de experimentos de
entrecruzamiento. Sus resultados demuestran la vecindad entre o/p con OSCP y un
polipéptido de 24 kDa; entre F; con a, Yy polipéptidos de 8, 20 y 24 kDa; entre y con
§ y e y de un polipéptido de 24 kDa con OSCP y otro de 20 kDa.

Las subunidades o, 8 y y mitocondriales, tienen una similitud de secuencia
considerable con sus contrapartes en el cloroplaste y E. coli [Penefsky y Cross, 1991].
La subunidad & mitocondrial es andloga a la de los cloroplastos y a la subunidad de
€ de E. coli. Ademds las subunidades OSCP, b, ¢, y 6 de 1as mitocondrias de res son
consideradas como andlogas de las subunidades 8, b, ¢, y ¢ de E. coli respectivamente
[Fillingame, 1992). Estas similitudes estdn basadas en los perfiles de hidropatia,
porque la identidad en las secuencias es limitada.



En las mitocondrias de mamffero y en E. coli hay una regién llamada "cuello”
entre la F, y el sector membranal de 1a ATPsintasa/ATPasa. Las dimensiones de este
cuello son de aproximadamente 4.5 nm de largo y 2.5 nm de didmetro. En E. coli las
hélices extramembranales de las dos subunidades b y las subunidades pequefas de
1a F, contribuyen a formar el cuello [Capaldi y cols., 1992]. En las mitocondrias de res
los candidatos para la composicién del cuello son OSCP, Fy, la subunidad & y una o
m4s de las subunidades pequefias de la F, (Figura 1).

Fy
iefg? =
Cuello
Membrana F
J []

Figura 1. Localizacién de las subunidades del lejo ATPsi /ATPasa. Se
muestran las subunidades pertenecientas a cada uno de los sectores de la enzima
(tomado de Hatefi, 1993)

ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA DE LA F,.

La Polémica.

Aunque el complejo F, puede disociarse del sector membranal F, y tratado
como una protefna soluble, por su gran tamafio y numerosas subunidades es un
verdadero reto para la cristalografia.

Los primeros datos estructurales de la enzima se obtuvieron por medio de
algoritmos para predecir su estructura secundaria, y a estos resultados, se sumaron
estudios de mutagénesis dirigida. Por medio de estos andlisis, se sabe por ejemplo,,
que existen grandes semejanzas entre la estructura de los sitios cataliticos en las
subunidades de la F, y otras trifosfatasas de nucleé6tidos, incluyendo protefnas cuya
estructura ha sido definida a una alta resolucién como p2/™ [Berchtold, 1993}, y el
factor de elongacién Tu (EF-Tu) {Tong y cols., 1991), la regitén de uni6n de nucledtidos
en estas dos protefnas, y por analogfa, de la F,, es una estructura compuesta por
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cinco estructuras de B plegada paralelss y una antiparalels, rodeadas por o hélices,
todas ellas e conectan por medio de asas que varfan en longitud.

En cuanto 8 la informacién de la estructura tridimensional de la F,, se cuenta
actualmente con el reporte de dos estructuras cristalinas de diferente fuente y a
diferente resolucién. Por un lado, la estructura de la F, aislada a partir de las
mit drias de hfgado de rata [Bianchet y cols., 1991; Amzel y cols., 1992] y por otro
los datos de Abrahams y cols., (1993) de la estructura cristalina de la F, de las
m\tocundnas de corazén de res. La F, de las mitocondrias de corazén de res es

1a mi que el lejo aislade a partir de higado de rata (la
homologfa de las ias de las subunidades o y f} es 98 y 95% respectivamente
{Penefsky y Cross, 1991]).

La informacién de la estructura tridimensional de la F, de hfgado de rata se
obtuvo a partir de cristales trigonales con los cuales se logré una resolucién de
0.36nm y ge reportaron las siguientes dimensiones para la molécula 12X12X7.4 nm.
Las tres subunidades a y las tres P tienen una forma elipsoidal, e interdigitaciones
alrededor de un eje central (con simetria en tres). Las subunidades o estén inclinad
30° con respecto al eje central; interactiian en el centro, y ge extienden 1.5 nm mds
alld de las subunidades § hacia un extremo de la F,. Las subunidades P estdn casi
paralelas al eje central (con simetrfa en tres), interactuando con las subunidades o,
pero no con ellas mismas, y se extienden 1.5 nm al final de las subunidades « hacia
el lado opuesto de la moléeula. A partir de los resultados generados por este estudio,
se ha concluido que la estructura del complejo F, es bédsicamente simélrica. En este
estudio no se indica la localizacién de las subunidades pequerias de la F; (Figura 2).

Difiriendo significativamente de los resultados de Amzel y cols., (1992) de la
estructura de la F, de las mitocondrias de higado de rata, estdn los datos de
Abrahams y cols., (1993) de la estructura cristalina de la F, de las mitocondrias de
res. Por medio de un cristal ortorrémbico de celda unitaria (P2,2,2,) se ha definido
la estructura de la enzima & 0.65 nm de resolucién (ver apéndice 1). Estos datos
indican que la F, de res es una partfcula esférica con un didmetro de 10:1.0 nm, que
tiene un tallo de 4.0 nm de longitud el cual se ha sugerido como parte del cuello de
la enzima, En seguida de este tallo existe una cavidad que se extiende 3.5 nm dentro
de la eafera. Se cree que esta cavidad estd ocupada en la ATPsintasa/ATPasa por la
subunidad OSCP y/o 1a subunidad . En el lado opuestoe de la esfera hay una
hendidura de 1.5 nm de profundidad. Se supone que las paredes de esta hendidura
estdn formadas por la alternancia de las subunidades o y 8. Dentro de la esfera hay
una barra de 9.0 nm que se extiende desde el tallo en un lado de la esfera hasta el
inicio de la hendidura en el lado opuesto. Se ha sugerido que esta barra es una a
hélice de alrededor de 60 aminodcidos de cualquiera de las subunidades y o 8. Los
autores aseguran que aunque existen caracter{sticas simétricas en la molécula (en
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tres y en seis), hay partes en las subunidades homélogas a y B que no lo son, por ello,
a partir de los resultados obtenidos por este estudio, se concluye que la estructura de
la F, es asimdtrca (Figura 3).

Considerando las diferencias en resolucién y los estados de refinamiento, la
mayor discrepancia entre las dos estructuras (i.e. la F, de higado y de corazén), estd
dada por la contribucién de las subunidades menores de la F, (ver el arreglo e
interaccién de las subunidades pequeiias de la F,)).

Recientemente el grupo de Walker a publicado la estructura cristalografica de
la F, a una resolucién de 2.8 A [Abrahams y cols., 1994]. Bdsicamente en esta
estructura se puede observar que las subunidades p difieren en conformacién y en el
nucle6tido que tienen unido. La estructura sigue siendo asimétrica y con ella se
especula que en cualquier momento los tres sitios catalfticos de la enzima estdn en
diferentes estados del ciclo catalftico y que la interconversién de los estados puede
estar dada por la rotacién del hexdmero o,f; sobre un dominio de o hélice
correspondiente a la subunidad y. La estructura de la F, a 2.8 A de resolucién es la
estructura asimétrica mds grande examinada a esa resolucién hasta el momento.

Por otra parte, hasta la fecha, no se ha reportado la presencia de actividad
catalftica en los cristales de ninguna de las dos fuentes o de si una vez disueltos la
enzima recupera su actividad catalftica.

Una posibilidad para explicar las diferencias: las condiciones de
cristalizacién.

Ademds de los posibles efectos estructurales de las subunidades pequerias en
los contactos del cristal, las diferencias entre las estructuras se pueden deber a las
condiciones de cristalizacién. La enzima de hfgado de rata se cristalizé a partir de
una solucién madre que contiene ATP y fosfato de potasio (condiciones de actividad).
Los cristales de corazén de res fueron hechos en presencia de AMP-PNP, ADP y Mg?*
(condiciones de inhibicién). El ATP y el fosfato podrfan ocasionar que las subunidades
menores perturben la asimetrfa de los 3 pares o/B; por el contrario, el AMP-PNP, el
ADP y el Mg** fuerzan al complejo a adoptar una geometrfa asimétrica, la cual sélo
es posible lograr si 1a unidad asimétrica contiene una molécula de F, entera [Stokes
y Nakamoto, 1994].



Figura 2. Estructura cuaternaria de la F; de las mitocondrias de higado de rata. Se
muestra vista desde arriba (hexdmero a,8,), en donde se aprecia la estructura simétrica
{Bianchet y cols., 1991].

Figura 3. Topografia de la F, mitocondrial de corazén de res. Se muestra vista
lateralmente, en donde se aprecia la estructura asimétrica de la molécula [Abrahams
¥ cols., 1993] (ver apéndice 1).

La influencia de diferentes nucleétidos en la conformacién del complejo sugiere
que las dos formas de cristales pueden tener significado funcional. Los diferentes
patrones de cristalizacién son reminiscencias de resultados de microscopfa electrénica,
en los cuales se muestra que las subunidades menores cambian la conformacién en
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respuesta a la adicién de nucleétidos [{Stokes y Nakamoto, 1994]. Estos estudios
concuerdan con los mecanfsticos, en los cuales se ha propuesto una cinética asimétrica
en los tres sitios catalfticos de las subunidades o/f. Debido a que las tres subunidades
« y las tres B, tienen secuencias idénticas respectivamente, la asimetrfa podrfa estar
dada por la interaccién de éstas o por las subunidades pequefias de la enzima. De
hecho, es muy posible que existan cambios en la simetrfa durante el ciclo catalitico
como parte integral del mecanismo de transporte o catalftico [Stokes y Nakamoto,
1994),

Arreglo e interaccién de las subunidades v, ye de la F,.

De acuerdo con Capaldi y colaboradores, las subunidades pequeiias de la F, de
E. coli estén localizadas cerca de la regi6n distal de la F\, cerca de un par a/f en la
cavidad central formada por las interdigitaciones de las subunidades mayores
[Capaldi y cols., 1992].

Amzel y Pedersen (1978) encontraron que los cristales de la F, de las
mitocondrias de hfgado pertenecen al grupo espacial R32y que el complejo tiene un
eje de simetria cristalogrdfica de tres; por tanto, cada celda unitaria contiene
tinicamente un tercio del complejo F,, y la estructura resultante del estudio de
difraccién de rayos X es simétrica, en la cual cada par o/ es idéntico a los otros dos.
La manera en la que se empaqueta el cristal, implica que las subunidades y, 8 y €,
que aparecen en una sola copia por molécula de F, y no tienen una gimetrfa interna
en tres, no participan en los contactos de empaquetamiento y por tanto ocupan
posiciones al azar; como resultado, su contribucién a la estructura estd dada
siguiendo el eje de simetria, Haciendo a un lado esta deficiencia, la estructura se ha
refinado y los autores pretenden tener analizados cerca de 900 de los 1000
aminodcidos de las subunidades a y (8, obteniendo un factor R de 37%. En el cristal
ortorrémbico del grupo de Walker [Abrahams y cols., 1993], la unidad asimétrica
contiene al complejo F, entero y la simetrfa en tres no se mantiene por el
empaquetamiento del cristal.

Subunidad y

La estructura de la F, mit drial a una resolucién de 0.65 nm [Abrahams y
cols., 1993), gener6 informacién sobre el arreglo de la subunidad y. Las dos « hélices
que ge extienden desde el cuello hacia el interior del hexdmero o}, pertenecen alas
regiones conservadas del C- y el N-terminal de la subunidad y, las cuales se predijeron
como o hélices por medio del andlisis de secuencia. Baséndose en estos andlisis, se
sabe que la mitad de la subunidad y estd formada por estructuras de giros y hojas
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p. Los experimentos de digestién con proteasas, marcaje con biotina-avidina y
reconocimiento especifico por anticuerpos, indican que esta regién media estd fuera
del hexdmero o}, y estd implicada en la interaccién con la subunidad & [Tang y cols.,
1994].

Actualmente se cuenta con una gran cantidad de evidencia genética acerca del
papel de la subunidad y en el acoplamiento entre los eventos de la cat4lisis y el paso
de los protones a través del canal F,. El grupo de Futai [Nakamoto y cols., 1990], han
visto que la mutacién M23K en la regién N-femminal de la subunidad ycausa la pérdida
del acoplamiento entre la hidrélisis y el bombeo de protones. El desacoplamiento
puede revertirse por medio de mutaciones diversas dentro de la regién comprendida
entre los residuos 269 y 280 de! C-fenminal. Mds recientemente este grupo ha
demostrado que los efectos de las mutaciones en la regién C-terminal de la subunidad
7, se pueden suprimir por mdltiples mutaciones en el N-femina/ entre los residuos 18
y 35 {Nakamoto y cols., 1994). Experimentos muy recientes del grupo de Capaldi
{Gogol y cols., 1994), han mostrado cambios estructurales en la subunidad ydurante
el acoplamiento de energfa. Estos autores encontraron que la posicién de la masa
central de la F,, que incluye a las subunidades jt, es diferente si los sitios cataliticos
estén ocupados por Mg-ATP o por MgADP; estos resultados, se obtuvieron
introduciendo residuos de cisteina en la subunidad y y utilizando reactivos de
entrecruzamiento y fluoréforos.

Los cambios conformacionales de la subunidad y obtenidos por criomicroscopfa
electrénica, fluorescencia y entrecruzamiento, no se observan en estudios en los cuales
se ha depletado a la subunidad € de 1a F, {Capaldi y cols., 1994]. Esta observacién es
importante, porque como se mencion6 con anterioridad, la F, de E. coli es muy activa
cuando se le depleta de esta subunidad [Dreyfus y Satre, 1984; Dunn y cols., 1987;
Mendel-Hartvig y Capaldi, 1991].

El comportamiento anormal de la subunidad y cuando la subunidad € se
remueve de la F, implica el acoplamiento de la subunidad € en el complejo F,F, y
sugiere que ambas subunidades trabajan al unfsono. Con estudios en los que se
utilizé un derivado monomaleimido de oro en mutantes en las cuales se introdujeron
residuos de cisteina, se ha mostrado que en presencia de Mg-ATP en los sitios
catalfticos, la subunidad € estd localizada preferentemente cerca de la subunidad 3,
y por el contrario en presencia de Mg-ADP estd preferentemente cerca de la
subunidad a, lo que implica un cambio de posicién de alrededor de 20 A (Wilkens y
Capaldi, 1994]. Aunado a esta informacién se itra el reporte de McCarty y
colaboradores, quienes encontraron que un anticuerpo especffico contra la subunidad
€ no reconoce a la misma en la obscuridad, pero lo hace durante la iluminacién de los
tilacoides cuando la fotofosforilacién estd ocurriendo [Richter y McCarty, 1987).




Subunidad §

Recientemente el grupo de Penefsky [Xiao y Penefsky, 1994], ha mostrado que
un complejo F, carente de la subunidad 3, presenta una aceleracién de la reaccién de
hidrélisis después de un pulso de ATP frfo; la reconstitucién de la subunidad 5 genera
la desaparicién de la respuesta al pulso de ATP. Las constantes de equilibrio para la
catélisis unisitio del complejo carente de la subunidad 8§, no difieren
significativamente de las reportadas anteriormente para la enzima en complejo con
o sin esta subunidad. EI complejo FoF', de E. coli en vesfculas responde al pulso de
ATP solamente si las vesfculas son tratadas con KCl. Existe un nimero considerable
de reportes en los cuales se ha verificado la relacién estequiométrica de 1a F;, y en
algunos de ellos se ha reportado que dependiendode la preparacién hay una cantidad
variable de la subunidad 8 [Futai y cols., 1974; Nelson y cols., 1974; Noumi y cols,,
1986; Turina y cols., 1993). Estos resultados, demuestran que la subunidad 8 de la
F, estd en el complejo con una interaccién més 14bil que ¥e, pues al parecer no tiene
ninguna interaccién con el canal F, (vea su localizacién en la Figura 1),

Subunidad ¢

Utilizando algoritmos para predecir la estructura secundaria, se ha encontrado
que la mitad del N-ferminal de la subunidad ¢, estd formada por estructuras B (vueltas
y hojas), y por el contrario, los 50 residuos terminales del extremo carboxilo estdn
formando un motive o hélice-vuelta-a hélice [Skakoon y Dunn, 1993]. Con estudios
de entrecruzamiento se ha visto que la subunidad € estd unida a las subunidades a
y B por medio de la regién C-terminal [Aggeler, 1992; Dallman y cols., 19921, y que la
regién N-terminal interactia con la subunidad y [Aggeler, 1992], La regi6n mds
conservada de la subunidad €, tanto en bacterias como en los cloroplastos, es el
segmento comprendido entre los residuos 30 y 40, el cual contiene cuatro residuos
invariables: Gly30, Glu31, His38 y Pro40 [Kuki, 1988]. Al parecer esta regién hace
contacto con partes del sector F,,. Las evidencias de la interaccién de la subunidad &
con el canal son las siguientes: se ha visto que las mutaciones del Glu31 y la His38
alteran el acoplamiento entre la F, y el F, sin afectar significativamente la actividad
de hidrélisis [LaRoe y Vik, 1992). El grupo de Capaldi [Capaldi y cols., 1994], ha
observado que en la mutante eH38C, la modificacién qufmica con “C-N-etilmaleimida
de la cisteina en posicién 38 es protegida en el complejo F,F, de E. coli, pero se
modifica rdpidamente cuando se agrega a la F, soluble. La modificacién qufmica de
la F, no afecta el ensamble con el F,, pero ocurre una disrupcién del acoplamiento de
la actividad de hidrélisis con el paso de protones (monitoreado por la alteracién de la
sensibilidad al DCCD). Finalmente Fillingame y colaboradores [Zhang y cols., 1994},
han visto que la interaccién de la subunidad € con el F, es a través de la subunidad
c. Encontraron que las mutaciones en el Glu31 de la subunidad e suprimen la
mutacién Q42E en la subunidad ¢. Cambiando GIn42 por Glu en el asa polar de la
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subunidad c se desacopla la hidrélisis de la translocacién de protones, pero al cambiar
al Glu31 de la subunidad ea Gly, Val o Lys se recupera nuevamente el acoplamiento.

OTROS ENFOQUES PARA CONOCER LA
ESTRUCTURA DE LA ATPsintasa/ATPasa.

Cristalizacién de las subunidades de Ia F,.

Un método alternativo para determinar la estructura del complejo F, consta
en cristalizar cada una de sus subunidades o subcamplejos por separado. Codd y cols.,
(1992) cristalizaron la subunidad € y el complejo € de E. coli; en lugar de extraer
las subunidades del complejo F,F |, produjeron grandes cantidades de polipéptidos por
fusién con otras protefnas mediante metodologfas de biologia molecular. Por ejemplo,
la fusién con la Glutatién Transferasa (GST) la subunidad en cuestién se expresa y
se purifica posteriormente; una vez pura se separan ambas protefnas cortando con
una proteasa especifica, en este caso la seital de corte consta de un sitio artificial para
trombina. Dunn (1982) reportd que la subunidad y permanece soluble sélo cuando
est4 acomplejada con la subunidad €. De acuerdo con esta observacién, inicamente
se obtiene una unidad de fusién de GTS y v cuando se expresa con la subunidad e.

Por otra parte, un problema potencial de estas metodologias es suponer que las
subunidades estén correctamente plegadas en ausencia de las otras subunidades de
la F,, pero ésto se compensard cuando se obtengan las estructuras de las subunidades
a nivel atémico, las cuales podrén compararse con los datos obtenidos para la
molécula de la F, a baja resoluci6n.

Estudios de la estructura del sector F,.

Hasta el momento existe muy poca evidencia acerca de la organizacién del
complejo Fy. Vik y Dao (1992), usando la misma hipétesis de Baldwin (1993) (i.e. los
lados variables de las & hélices estdn en contacto con los lipidos y los conservados en
contacto con otras o hélices), han generado un modelo por medio del andlisis de
secuencias. En este trabajo, se examinaron con mucho detalle las secuencias
relacionadas de las subunidades del F,, sus perfiles de hidrofobicidad y la variacién
de sus aminodcidos. Usando un modelo de seis cruces transmembranales para la
subunidad a, uno para la & y dos para la c, se realiz6 el andlisis de Fourier de la
variacién de la secuencia para identificar los lados variables y conservados de las a
hélices de cada una de estas subunidades. Este an4lisis indica que la subunidad a
tiene dos a hélices con lados variables, lo que sugiere que existe contacto de estas
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estructuras y los lfpidos; la prediccién para las cuatro o hélices restantes dice que
estdn totalmente en contacto con otras « hélices. E1 anédlisis para las subunidades &
y ¢, predice un lado variable para cada una de ellas. Con base en estas predicciones
¥ en resultados previos de estudios con mutaciones, se propone el siguiente modelo
de interaccién de las subunidades b y ¢ en torno a la subunidad a: varias de las «
hélices de la subunidad a estdn en contacto unas con otras; una sola « hélice de esta
subunidad estd en contacto con un grupo de 9 a 10 subunidades ¢, y otras dos a
hélices de la subunidad a estdn en contacto con las dos a hélices conservadas de la
subunidad &.

La tinica informacién estructural directa del complejo F, se ha obtenido por
medio de resonancia magnética nuclear (RMN) multidimensional [Girvin y
Fillingame, 1993 y 1994). En este estudio se analiz6 el proteolfpido ¢ de E. coli; el
polipéptido purificado se estudié en cloroformo-metanol-agua en donde retiene
algunas de las caracterfsticas de la protefna nativa (i.e. reactividad especffica al
DCCD por el Asp61 y disminucién de esta reactividad en la mutante 11e28Thr) y no
hay interaccién aparente de las subunidades. Usando RMN de dos dimensiones, los
sistemas de "spin" de las cadenas laterales de 78 de los 79 aminoécidos fueron
asignados como residuos tipo, y otros 44 de estos como residuos espectficos de la
secuencia [Girvin y Fillingame, 1993]. El efecto nuclear de Overhouser (NOE) se
observa entre los extremos de las o hélices transmembranales predichas, lo que
sugiere que en el solvente la protefna estd doblada como horquilla, que es
precisamente como se cree que se dobla en la membrana. Una prueba mds sobre la
conformacién de horquilla se obtuvo por medio de la modificaci6n especffica del Asp61
con una mezcla que contiene al andlogo nitréxido det DCCD, la N«(2,2,6,6-tetrametil-
piperidina-1-oxo0)-N*-ciclohexil carbediimida {Girvin y Fillingame, 1994]. El nitréxido
libera muchas de las resonancias asignadas a 'H en ambas o hélices
transmembranales, y ésto permite hacer cdlculos de distancias y limites. Usando al
analogo para hacer determinaciones de NOE inter e intra hélice, se propone una
estructura de horquilla con dos a hélices tra branales lev e curveadas. El
Asp61 de la o hélice-2 estd en la bicapa, muy cerca de los residuos Ala24 e Ile28 de
la a hélice-1. El modelo es congruente con los efectos de las modificaci por
mutacién qufmica hechos en estas posici enel Fy,.

RELACIONES ESTRUCTURA FUNCION.

Se sabe muy poco acerca del papel de las subunidades de la
ATPsintasa/ATPasa en las reacciones de s{ntesis e hidrélisis y en la translocacién de
los protones. A continuaci6n se enumeran algunos de los hallazgos en los cuales existe
una correlacién estructural y funcional en la ATPsintasa/ATPasa:
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En las subunidades § se encuentran los sitios catalfticos de la enzima (ver més
adelante), estos sitios pueden utilizar como sustratos tanto nucledsidos di y tri
fosforilados de purinas como de pirimidinas; todas las subunidades a analizadas fijan
especfficamente ADP y ATP; las subunidades a de cloroplasto también pueden unir
GD(T)P y parece que tiene funciones regulatorias [Murataliev y Boyer, 1992]. En esta
enzima como en la de E. coli 1a subunidad € atenia la velocidad de hidrélisis cuando
se agrega a una F, carente de esta subunidad [Dreyfus y Satre, 1984; Richter y cols.,
1984). En todas las especies analizadas, la subunidad ¢ participa en la conduccién de
protones a través del F, via un grupo carboxilo libre (Asp61 en E. coli y Glu en todas
las demds) localizado en la bicapa lipfdica en la mitad de la a hélice del C-feminal. Por
medio de mutagénesis dirigida, se ha mostrado que en E. coli este residuo es esencial
para la sfntesis del ATP vfa fosforilacién oxidativa [Fillingame, 1990). En la
subunidad a se ha encontrado que la Arg210 es esencial y que la subunidad & es
indigpensable para la unién de la F, con el F, [Penefsky y Cross, 1991]. En la enzima
mitocondrial, se requiere a la subunidad F; para la misma interaccién, y la OSCP se
requiere para el acoplamiento de energfa entre la F, y el F,. En los cloroplastos, ¥
regula la vida media del estado activo de la F; vfa un proceso reversible
ditiol/disulfure [Gréber y Labahn, 1992)

Hay seis sitios de unién para los nucleétidos en la F,. Muchos investigadores
consideran que tres de ellos son potencialmente catalfticos y unen nucleétidos de
purinas y pirimidinas, que pueden recambiarse con los nucleétidos presentes en el
medio. Los otros tres sitios son altamente espectficos para AD(T)P (ver antes para el
cloroplasto) y se conocen como sitios no recambiables o no catalfticos (revisado por
Gromet-Elhanan, 1992).

La hidrdlisis del ATP.

Existen tres tipos de enzimas que hidrolizan ATP generando gradientes de pH
y eléctricos a través de las membranas transductoras de energfa, a estas enzimas se
les conace como ATPasas tipo "P" o de membrana plasmatica, "V o vacuolares y "F"
o complejos FyF,. El mecanismo de hidrélisis es diferente entre las enzimas F,Vy P,
estas ultimas tienen un intermediario fosforilado de la enzima y las dos primeras
carecen de él. La primera evidencia de esta diferencia fue obtenida por Webb y
colaboradores (1980) quienes mostraron que la hidrélisis del adenosin §fy-tio}
trifosfato marcado esterecespecificamente con un O en la posicién y, que es
catalizada por la F, y en presencia de HOH, resulta en la formacién de ['’0,,
180, Jtiofosfato con inversién de la configuracién (i.e. de la quiralidad), en el fosfato v.
Un mecanismo que tiene un fosfato de alta energfa como intermediario, forzosamente
tiene dos inversiones, lo cual resulta en la conservacién de la quiralidad del fosfato,
como se observa en las enzimas de tipo P.
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A continuacién se mencionan las caracter(sticas conocidas del mecaniamo de
hidrélisis del ATP por la Fy:

El grupo de Penefeky (Grubmeyer y cols,, 1982] realizé un avance importante
para dilucidar el r i de hidrélisis por la F,. Estos autores demostraron que
es pasible cuantificar, bajo ciertas condiciones, la hidrélisis realizada por un sélo sitio
catalftico de la enzima (hidrélisia unisitio). Los detalles de la catdlisis unisitio
proveen informacién no sélo en el sentido de la hidrdlisis, sino también de la sintesis.
Se ha visto que cuando se agrega ATP a la F, en concentraciones
subestequiométricas, se une fuertemente a un sélo sitio catalftico, se hidroliza
parcialmente en sitio catalftico de la F, a ADP y Pi unidos, y estos productos de la
reaccién se liberan de la enzima a velocidades muy bajas (Ecuacién 1).

ATP H,0 Pi ADP
~ ~ rd ld
F,«F, -ATP wPi -F, -ADP wF, - ADP = F, e))
f 4 A Y ~
ATP H.0 Pi ADP
T T T T
K, K, K, K,

Ecuacién 1.- Ciclo catalftico do la ATPsintasa/ATPasa, La hidrélisis (derecha) y sintesis
(izquierda) del ATP que se Hevnn a cabo en el camplajo F.,F, es del complejo Mg-ATP;
por simplicidad se ha omitido al magnesio de la

La constante de asociacién del ATP K, estd determinada a partir de la
const.ame de velocidad para la unién y la liberacién del ATP y tiene un valor de 10%
M, K, ea de 0.5, lo cual indica que la reversibilidad del paso 2 tiene un pequeiio
eambm de energfa hbre, Ins constantes K, y K,, de acuerdo con los datos més
recientes son de 4X10%" [Cunningham y Cross. 1988]. Se han publicado datcs
similares para la enzima de E. coli en condiciones de hidr6lisis unisitio [Senior, 1992].
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Matsuno-Yagi y Hatefi (1993a) cuantificaron la velocidad hidrélisis del ATP en
part{culas submitocondriales a bajas concentraciones de substrate, y encontraron que
s6lo a concentraciones de ATP menores a 0.06 uM la hidrélisis se encuentra en
condiciones de unisitio. Mds alld de esta concentracién hay un rdpido incremento en
la formacién de Pi, Jo que sugiere que el sustrato se estd uniendo a otro(s) sitio(s}
cataliticos o reguladores.

En este sentido, otra aportacién del grupo de Penefsky es la observacién de que
cuando la F, catalizalar ién en pr ia de cantidades subestequiométricas de
ATP radioactivo y se le da un pulso del nuclestido no radioactivo a una alta
concentracién, hay un incremento en la velocidad de la hidrélisis del ATP radioactivo
en unisitio que pasa a una hidrélisis multisitio cuya V. es de 600 s"! [Grubmeyer y
cols., 1982; Cross y cols., 1982,, Penefsky y Cross, 1991). Estos resultados, junto con
los datos de las K, aparentes para la hidrélisis multisitio del ATP, indican una
cooperatividad negativa para la unién del sustrato por la F, asf como una
cooperatividad positiva en la ocupaci6n del segundo y tercer sitios catalfticos por el
sustrato, incrementando la velocidad con que ocurre la reaccién. Este grupo también
reporta [Penefsky y Cross, 1991] que la velocidad de hidrélisis aumenta 1.5X10° veces
en la F, de res y de acuerdo con Hatefi hay un incremento de la reaccién de 4-5X10°
veces cuando se trata de la F, de partfculas submitocondriales (Matsuno-Yagi y
Hatefi, 1993b]. -

Algunas mutaciones en la subunidad a de E. coli sugieren que esta subunidad
estd implicada en transmitir la informacién de la ocupacién por nucledtido de un sitio
catalftico de una subunidad B a la otra {Futai y cols., 1983].

Célculos de K,; y K, (ver E i6n 1) por modelos de cémputo de la velocidad
cercana al equilibrio (12 y 24 s respectivamente) sugieren que el ATP unido ala F,
se hidroliza y resintetiza numerosas veces antes de que los productos, Pi y ADP sean
liberados de la enzima [Penefsky y Cross, 1991]. Lo anterior fue elegantemente
demostrado por O'Neal y Boyer (1984) por medio de la determinacién de! promedio
de oxfgenos del agua (H,"Q) incorporados en el Pi durante la hidrélisis catalizada por
la F,. Encontraron que, a concentraciones saturantes de ATP, el nimero de oxigenos
del agua incorporados en el Pi fue de 1.02; por el contrario, a muy bajas
concentraciones de ATP, este nimero aumenta a 3.97. En otras palabras, a una alta
concentracién de ATP, el Pi formado es liberado antes de que se dé la resfntesis del
ATP; en el caso de las concentraciones de ATP bajas, el Pi unido a la enzima participa
en la resinteis y rehidrélisis, incorporando cada vez un oxfgeno (**O) del agua antes
de liberarse de la enzima. Los autores estiman que bajo las condiciones antes
mencionadas hay alrededor de 400 reversiones de la hidr6lisis antes de que el Pi sea
liberado y hay una disminucién de alrededor de 5,000 veces en la velocidad de la
reacci6n hidrolitica, comparada con la velocidad a concentraci saturantes de
sustrato.

14



Finalmente, la Ecuacién 1 implica que la adicién de ADP y Pi a la F, en
ausencia de fuerza protén motriz, resulta en la formacién del ATP unido a la enzima.
Lo anterior se ha demostrado con la F, mitocondrial {Sakamoto y Tonomura, 1983],
de cloroplasto [Feldman y Sigman, 1982} y eubacteriana [Yoshida, 1983].

En resumen, un tnico sitio catalftico en la F, une ATP muy fuerte, lo hidroliza
a ADP y Pi unidos con una constante de equilibrio cercana a la unidad (i.e. no hay
cambio de energfa considerable). Eate proceso ocasiona que Ja liberacién de los
productos de la reaccién de la enzima sea sumamente lenta. La ocupacién de otro(s)
sitio(s) catalftico(s) por ATP incrementa la salida de los productos del primer sitio
hasta alecanzar una V_,, multisitio cuando la concentracién del ATP es mucho mayor
queladelaF,.

La sintesis del ATP.

Basados en los efectos de los desacoplantes en el recambio de Pi-H,"0
catalizado por part{culas submitocondriales en presencia de ATP, ADP y Pi, Boyer y
colaboradores, propusieron que la sfntesis del ATP unido en la F,, no requiere de
energfa y que el paso que requiere de ésta en la fosforilacién oxidativa es
precisamente la liberacién del producto de 1a ¥, {Boyer y cols., 1973]. Actualmente
hay algunos resultados que apoyan estas ideas; el grupe de Penefsky [Grubmeyer y
cola., 1982; Penefsky y Cross., 1991] ha trabajado con la hidréligis unisitio,
especialmente, con el ATP unida fuert te a la i (X, = 10"M") y la
interconversién de éste en ADPy Pi unidos a la enzima (K, 0.5, ver Ecuacién 1);
también han estudiado la formacién del ATP a partir de ADP y Pi unidos a la F,
proveniente de varias fuentes (ver més adelante).

En el sentido de 1a sfntesis del ATP, el mayor cambio de energfa libre no ocurre
en la unién misma del ADP con el Pi, pues se ha demostrado que para que eate
proceso se lleve a cabo no se requiere de la energfa proténica; esto no ocurre cuando
se estudia la salida del ATP de la enzima. En este sentido, Hatefi y colaboradores
(1982), mostraron que en la sfntesis del ATP multisitio catalizada por particulas
submitocendriales, el logaritmo natural de los cocientes V,,/K,, por Pi y por ADP
decrecen linealmente al incr tarlad izacién (por adicién de desacoplantes)
de las partfculas submitocondriales; ésto auglere que la energizacién de las particulas
submitocondriales incrementa la afinidad de 1a F, por ADP y Pi. Subsecuentemente
Penefsky (1985) demostré que la unién fuerte de ['y-”P]ATP a las partfculas
submitocondriales decrece con la energi 1 de la ana producida por la
respiracién, de lo que resulta una liberacién de alrededor del 30 % del [y *PIATP
unido. Se ha mosatrado recientemente que la unién de ADP y Pi unisitio y la salida
del ATP en la fotofosforilacién llevada a cabo por los cloroplastos, es un proceso
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promovido por la energfa [Griber y Labahn, 1992]. Estos resultados, estdn de acuerdo
con las conclusiones del grupo de Senior {Al-Shawi y cols., 1990), para la sfntesis e
hidrélisis del ATP por la enzima de E. coli.

Aungque el estudio de la catdlisis unisitio ha sido de gran ayuda para entender
el mecanismo de la sintesis e hidrélisis del ATP en la ATPsintase/ATPasa, ésta es
una reaccién que no se encuentra en condiciones fisiolégicas en las cuales, la
ATPsintasa/ATPasa estd expuesta a concentraciones de sustratos
superestequiométricas. Bajo condiciones fisiolégicas la sintesis e hidrélisis siempre
ocurren via un mecanismo de multisitio, que es mucho mds complicado que la
catélisis unisitio.

El descubrimiento de la cooperatividad entre los sitios catalfticos de la F, para
la hidrélisis del ATP, llevé a diversos grupos de investigadores a buscar este
fen6meno en la sfntesis del compuesto. La cinética de la sfntesis del ATP a
concentraciones variables de ADP, catalizada por partfculas submitocondriales de
coraz6n de res, tiene dos tipos de cooperatividad: una positiva a concentraciones de
ADP menores de 1 pM y una negativa a concentraciones mayores {Matsuno-Yagi y
Hatefi, 1990]. A partir de esta observacién, se ha desarrollado una ecuacién que
consta de dos pasos, en el primero la enzima une al ADP con una K, de =~ 107 M, aquf
la sfntesis del ATP es despreciable o no existe. En el segundo paso el ADP se une a
la enzima con una K, menor a 10 M, y en este paso se da la sfntesis del ATP a una
velocidad muy alta fMatsuno-Yagi y Hatefi, 1990].

TRANSDUCCION Y TRANSFERENCIA DE ENERGIA
EN EL COMPLEJO F,F,.

En la fosforilacién oxidativa o fotusintética, la energia parece "utilizarse" para
la uni6n de los sustratos y para la salida del ATP. La formacién del ATP unido a la
F, a partir de ADP y Pi unidos, se asocia con un pequeiio cambio de energia.
Recientemente se ha mostrado que en los tilacoides de los cloroplastos, la K, parala
reaccién de sintesis (ADP+Pi—ATP), en la F, permanece sin cambios en presencia o
ausencia de la energfa proténica [Gridber y Labahn, 1992]. Ademéds, en ciertos
microorganismos la ATPsintasa/ATPasa puede sintetizar ATP a expenzas de Apy,s 0
Apys (a bajas concentraciones de Na*) [Laubinger y Dimroth, 1988; Kluge y cols.,
1992]. Estos resultados, estdn en contra de la participacién de hidronios o iones sodio
en el proceso de la sfntesis del ATP en los sitios cataliticos de la F,. De hecho, se ha
construido una ATPsintasa/ATPasa hibrida reconstituyendo la F, de un complejo F F,
que bombea protones en un F, de una Na*/H* ATPsintasa/ATPasa y se ha visto que
esta enzima es capaz de bombear H* o Na® [Laubinger y cols., 1990); ésto indica que
la translocacién de los iones de la fuerza ionmotriz estd m4s restringida al F, y no
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influye en la F,. Las preguntas que saltan a la vista es jcémo puede el mismo F,
translocar iones tan diferentes? y ;c6mo se comunica la fuerza protonmotriz o
sodiomotrfz del F, a la F\?. Actualmente muchos grupos de investigacién realizan
esfuerzos para contestar estas preguntas.

En todas las ATPsintasas/ATPasas examinadas hasta la fecha hay un carboxilo
esencial reactivo a una carbodiimida del tipo (cHxN),C, que se encuentra cerca del
centro de la a hélice que atraviesa la membrana de la subunidad ¢, y que, se
considera, participa en la translocacién de iones hidronio o sodio {Fillingame, 1990].
Por analogfa con el Asp85 y 96 de la bacteriorrodopsina, los cuales estdn fuertemente
implicados en el movimiento de protones de un lado al otro de la membrana
{Rothschild, 1992], se puede suponer que este carboxilo esencial reactivo a (Chxn),C,
tiene una funcién parecida en la ATPsintass/ATPasa. En apoyo de lo anterior Kluge
y Dimroth (1993) observaron que el sodio y el litio protegen a la ATPsintasa/ATPasa
de Propionigenium modestum contra la inactivacién por (Chxn),C. Lo interesante y
sugestivo de estos resultados, es poder racionalizar cémo un ion sodio se puede unir
a un carboxilo en un medio de constante dieléctrica baja y después desalojarse. Hasta
el momento c¢6mo los hidronios o los iones sodio son translocados a través del F,
sigue siendo tema de especulacién.

El c6mo se transmite 1a energfa del Apy. o Auy,s desde el F, hasta la F, es
todavfa desconocido, pero en la actualidad hay datos que sugieren algunas ideas: i)
el hecho de que la energizacién de la membrana cambie las energfas de unién por
ADP, Pi y ATP indica que los sitios catalfticos de la F, tienen un cambio
conformacional durante la fosforilacién oxidativa o la fotofosforilacién, ii} El mismo
razonamiento se aplica a la salida de la protefna inhibidora del sector F, promovida
por energfa (ver méds adelante). Capaldi y colaboradores han mostrado que en E. coli,
la energizacién altera la posicién de las subunidades pequeiias de la F, en relacién
a los pares a/B, lo que sugiere que las subunidades y, 8 y € pueden estar involucradas
en la tranamisién secuencial de energfa a los pares o/f [Gogol y cols., 1990; Aggeler
y Capaldi, 1993). iii) Ademds se ha visto que dos de las subunidades B de la F, de
cloroplasto, cambian sus propiedades de unién de nucleétidos durante la catdlisis,
posiblemente por su interaccién asimétrica con y8 {Shapiro y McCarty, 1990). Esta
interpretacién estd de acuerdo con la hipétesis de "cambio de unién" {binding change)
de Boyer (1993) y Cox y cols., (1984). iv) Finalmente el grupo de Hatefi ha
demostrado que la unién de oligomicina al F,F, en partfculas submitocondriales
disminuye la constante de segundo orden para la unién del ATP en condiciones de
unisitio en los sitios catalfticos de la F, (una distancia de 2 a 9 nm) de 10° a2 10° M''s"!
[Matsuno-Yagi y Hatefi, 1985 y 1988]. Estos datos se pueden interpretar como que
1a unién del antibiético al F, ocasiona un cambio conformacional de las subunidades
del F,, tal que modifica a los sitios cataliticos en la F, y se puede especular que un
cambio asi puede ocurrir después de la protonacién (¢ unién de Na*), y que es
transmitido a las subunidades catalfticas. Lo anterior resulta en una disminucién de
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la afinidad de los sitios catalfticos por el ATP y la protefna inhibidora (ver protefnas
reguladoras de las F-ATPasas), asf como un incremento en la afinidad de estos
mismos sitios por el ADP y el Pi por estos mismos sitios {Hatefi, 1993].

PROTEINAS REGULADORAS DE LAS F-ATPasas.

Los agentes reguladores de la ATPsintasa/ATPasa de cardcter proteico in vivo
que se han caracterizado hasta el momento son dos y se han aislado a partir de las
mitocondrias de corazén. Ambas entidades son de bajo peso molecular (< 20 kDa), y
estables a altas temperaturas (60-80°C). La inhibicién causada por la primera, IF,,
es revertida por el potencial de membrana [Dreyfus y cols., 1981; Lippe y cols,,
1988a); la inhibicién por la segunda (CaBl) se revierte por el aumento en la
concentracién de Ca* [Yamada y Husel, 1983].

La presencia de protefnas inhibidoras en la regulacién de intermediarios del
metabolismo no es un mecanismo usual, pero no es desconocido. Se han descrito, por
ejemplo, protefnas estables al calor que inhiben a la protefna fosfatasa 1 (de la
cascada del AMP cfclico) [Huang y Glinsmann, 1976], y a la deshidrogenasa fosfatasa
de o-oxodcidos de cadena ramificada [Damuni y cols., 1986].

La existencia de cantidades estequiométricas de protefnas inhibidoras es una
via de contrel de enzimas, que ain no estd claro c6mo o porqué se utiliza en la
naturaleza. Una posibilidad es, que el tamarfio de la proteina ocupe una regién tal,
que interactiie con varios sitios de la enzima a la que regula, dando por resultado un
sistema con una afinidad y una especificidad muy alta. De hecho, la K de la unién
de IF, a la ATPsintasa/ATPasa estd en los Ifmites nanomolares [Gémez-Fernandez
y Harris, 1978].

El inhibidor de la ATPsintasa/ATPasa dependiente del potencial.
Estructura, e interaccién con la ATPsintasa/ATPasa.

El inhibidor natural de la ATPsintasa/ATPasa se ha aislado a partir de las
mitocondrias de varias especies eucariontes, incluyendo a los mamfferos [Pullman y
Monroy, 1963; Cintron y Pedersen, 1979; Yamada y Husel, 1988; Jerome y cols.,
1990), aves {Rouslin, 1987], tripanosemas [Rilo y cols., 1989), levaduras [Satre y cols.,
1975] y plantas [Norling y cols., 1990]. No se han detectade protefnas homélogas en
bacterias o los cloroplastos, pero en estas especies, la pequeiia subunidad € de ia F,
a menudo exhibe propiedades inhibitorias [Nelson y cols., 1972; Smith y Sterweis,
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1977; Dreyfus y Satre, 1984].

Se conocen las secuencias de IF, de corazén de res [Frangione y cols., 1981;
Runswick y cols., 19861, Candida utilis [Matsubara y cols., 1981}, Saccharomyces
cerevisiae [Dianoux y Hoppe, 1987], e hfgado de rata [Lebowitz y Pedersen, 1993]. Al
comparar las secuencias muestran un grado considerable de similitud [Hashimoto y
cols., 1990; Lehowitz y Pedersen, 1993]; varfan considerablemente en tamaiio entre
especies desde 7.5 kDa en levadura (Dianoux y Hoppe, 1987), hasta 12.5 kda en la
rata [Cintron y Pedersen, 1979]. Por otra parte, se cree que el niicleo de la protefna
estd conservado como una o hélice anfifflica [Harris, 1984; Jackson y Harris, 1986],
cuyo lado hidrofilico es responsable de la interaccién con la F,. Se han aislado
anticuerpos anti-IF, que inhiben [Dreyfus y cols., 1981; Audinet y cols., 1986) 0 no
afectan su unién a la F, [Husain y cols., 1985]; una explicacién a estos resultados
puede ser que los epftopes que reconocen los anticuerpos son diferentes para cada
Iinea de ellos y por esto mismo unos afectan, reconocen sitios importantes para la
interaccién y, otros no afectan, reconocen sitios de unién que no involucran la
iteraccién entre el peptido regulador y la enzima.

Se conoce cudles son los residuos en el IF, que son esenciales para la inhibicién
de la actividad enzimédtica o para percibir los cambios del potencial de energfa en la
membrana. En el IF, de coraz6n de res, los residuos 1-9 pueden remover
proteoliticamente sin afectar su actividad inhibitoria, si se quitan mds de éstos, la
protefna pierde su funcién [Dianoux y cols., 1982). Se han sintetizado péptidos
andlogos que corresponden a la regién conservada de las protefnas inhibidoras
provenientes de las mitecondrias de corazén de res, de Candida utilis y de
Saccharomyces cerevisiae. Al comprobar la actividad inhibitoria de cada uno de estos
péptidos se encontré que los valores de la I, correlacionan muy bien con los obtenidos
para cada una de las protefnas nativas [Stout y cols., 1993).

En la secuencia de la protelna inhibidora de corazén de res y de hfgado de rata
se han encontrado 5 residuos de histidina conservados. Se ha propuesto que estos
residuos intervienen en la uniénde IF, con la F,, y se ha demostrado que este evento
sucede en menor magnitud cuando se ha tratado a la protefna inhibidora con dietil
pirocarbonato {Guerrieri y cols., 1987]; por otra parte, se ha propuesto la misma
funcién para estas histidinas, utilizando metales divalentes como Zine, Cadmio,
Cobalto, Niquel y Calcio [Chernyak y cols., 1985; Rouslin y cols., 1993]. Pero la
funcién de estos residuos no se puede concluir, ya que estdn ausentes en la protefna
homéloga de levadura que, igual a todas las reportadas de diferentes fuentes, tienen
reaccién cruzada con los anticuerpos contra la F,; de corazén de res {Harris y Das,
1991).

E1IF, inhibe la actividad de hidrélisis de la F, en una relacién molarde 1:1 con
una K; ~ 10* M [Gémez-Ferndndez y Harris, 1978]. Al parecer, en la unién estd
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involucrada la regién C-tenminal de una de las subunidades p [Jackson y Harris, 1988}
y no su sitio activo (colocado en la regién central de la misma subunidad [Duncan y
cols., 1986]). Se ha visto que la unién del IF, a la ¥, ocasiona que quede atrapado un
mol de nucleétido por mol de F, en uno de los sitios catalfticos [Di Pietro y cols., 1988;
Milgrom, 1991). El nucle6tido atrapado no se libera al medio en presencia de Mg-ATP
a pH 8.0, por lo menos durante 20 min, lo cual sugiere que tiene un recambio muy
lento en el complejo F,I [Milgrom, 1991].

El efecto inhibidor del IF, se observa tanto en la catdlisis unisitio (con un
nimero de recambio que no involucra cooperatividad intersubunidades), como en la
catdlisis multisitio (en la cual hay cooperatividad intersubunidades) [Kalashnikova
y cols., 1988; Harris, 1989]. Esta propiedad contrasta con lo reportado para
inhibidores como la azida {Harris, 1989] y la subunidad & en bacterias y los
cloroplastos [Dunn y cols., 1987; Andrajole y Harris, 1990), los cuales inhiben
solamente cuando existe cooperatividad entre sitios i.e. la catdlisis multisitio.

Dentro de los modelos que se tienen para explicar en donde ejerce su funci6én
inhibitoria el IF, en la F,, se piensa que el IF, interactiia con el C-terminal de una de
las tres subunidades p de la F, (Jackson y Harris, 1988; Klein y cols., 1980}, a la cual
se le ha denominado como f', para diferenciarla de las otras dos. Dado que la
estequiometrfa del IF, en el complejo ATPsintasa/ATPasa es de 1:1, debe existir una
subunidad B que tiene mayor afinidad por el IF,. Este fen6émeno constituye una de
las evidencias para explicar la asimetria intrfnseca de la ATPsintasa/ATPasa. Pero
en estudios recientes se ha encontrado que el IF, se une en la vecindad de las
subunidades a y § Como ejemplo se tienen los experimentos del grupo de Tagawa
[Mimura y cols.,, 1993} quienes trabajando con la enzima de las mitocondrias de
levaduras (que tiene tres subunidades reguladoras: el IF,, y 1as proteinas de 9 y 15K),
construyeron mutantes carentes de una o m4s de las protefnas reguladoras y usando
el reactive de entrecruzamiento EEDQ (que tiene una longitud de cero tomos de
carbono), comprobaron que el IF, se une tanto a la subunidad a como a la B. Estos
resultados, sugieren que el sitio de unién del IF, estd en la interfase entre estas dos
subunidades, que por mucho tiempo se pensé era el sitio catalftico de la F,.

En este sentido, existen en la actualidad nuevas aportaciones derivadas de
experimentos de biologfa molecular, por ejemplo, se conoce el sitio de interaccién del
IF, en la F, que incluye la secuencia DELSEED (codigo de aminodcidos de una sola
letra), que corresponde a los residuos 394-400 de la subunidad f [Jackson y Harris,
1988]; por otra parte, 1as ATPasas de tipo "F" son inhibidas reversiblemente por una
variedad de cationes amfipéticos {Bullough y cols., 1989a}, incluyendo a la quinacrina,
la cual ge une también a la regién DELSEED de la subunidad §§ [Bullough y cols.,
1989b] y el decualinio, el cual interactiia con la regién adyacente [Zhuo y cols., 1993].
Es posible que esta regién en la subunidad f sea parte del sitio de unién de una gran
variedad de cationes anfipéticos inhibidores de la enzima {Bullough y cols., 1989a).
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La regién carboxilo terminal de la subunidad § en donde se encuentra la regién
DELSEED, consiste de upa trenza de seis a-hélices, y provee de un mayor contacto
entre las subunidades § catalfticas y la estructura central (formada por a-hélices) en
la subunidad y. Es muy posible que la unién del IF, a este dominio de la subunidad
8 en la F, modifique las interacciones propias de la catdlisis y de la inhibicién de la
enzima [Walker, 1994].

Se ha encontrado una pequefia relacién en la ia del carboxilo terminal
de la subunidad B y el IF, de corazén de res que tal vez explique el mecanismo
inhibitorio [Stout y cols., 1993]. Si la regién homéloga en el IF, compite por el sitio
de umdn en la secuencia relacionada en la subunidad B, entonces se previenen
inter iales. Probabl te, estas interacci incluyan a la regi6n
central de la subunidad y y la regién casboxilo terminal de la subunidad # (Walker,
1994). Segmentos de péptidos sintéticos de la regién carboxilo terminal de la
subunidad @ actian como inhibidores de la F, [Stout y cols., 1993), y sostienen esta
idea.

Efecto del estado energético sobre la accién inhibitoria de IF,.
Efectos sobre la hidrélisis del ATP.

Como se menciond con anterioridad, la disipacién de un potencial de brana
(Ay) a través de la membrana interna mit drial (eg. al iniciarse el flujo de
electrones, por la oxidacién de sustratos respiratorios), ccasiona una activacién de la
capacidad de hidrélisis de la ATPsintasa/ATPasa tanto en partfculas
submitocondriales como en las mitocondrias intactas. Este fenémeno se debe al
movimiento del IF, de su sitio de inhibici6n en la enzima [van de Stadt y cols., 1973;
Schwerzmann y Pedersen, 1986; Dreyfus y cols., 1981). Bajo estas condiciones, cuando
las interacciones no especfficas se suprimen (+ 50 Mm de Kcl o + citocromo ¢), el IF,
se libera de la membrana hacia el medio [Schwerzmann y Pedersen, 1981). El curso
temporal y la cantidad de inhibidor liberado corresponden directamente con el
incremento en la capacidad de hidrélisis observada [Schwerrzmann y Pedersen, 1981;
Lippe y cols., 1988b; Husain y Harris, 1985).

Si se omiten la sal y/o el citocromo ¢ de estos experimentos, algo del IF, se
encuentra asociado con las membranas mitocondriales, pero no inhibe la actividad de
hidrélisis [van de Stadt y cols., 1973; Cintron y Pedersen, 1979; Dreyfus y cols., 1981;
Lépez-Mediavilla y cols., 1993]. Esta unién es méds evidente en preparaciones que
contienen detergentes [Chernyak y cols., 1987); Lo anterior indica la presencia de
sitios de unién del IF, no inhibidores en la brana interna mitocondrial [(Rouslin
y cols., 1993].
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Buscando los sitios de unién no inhibitorios de IF, en la membrana interna
mitocendrial, el grupo de Godinot encontr6 que ademds de unirse a la subunidad §
de la F,, el IF, se une a una protefna membranal de bajo pese molecular (5-6 kDa).
Estos resultados, se obtuvieron utilizando anti pos lonales contra IF,,
ademds de reactivos de entrecruzamiento en partfculas submitocondriales. A partir
de estos experimentos se concluyé que al entrecruzar a esta protefna con IF,, se
nbtxene un producto de 15-16 kda, que migra diferente del IF, o de su dfmero en geles
de poliacrilamida en pr ia de SDS. Una vez que el comple)o lFl-prow(na de 5-6
kDa, se ha aislado, se puede disociar parcialment idor. Con estos
experimentos se confirma la idea de que €l IF, se une a smos inhibitorios en la
subunidad § de la F, y a sitios no inhibitorios que se tranen la brana en
una protefna de bsjo peso molecular [L6pez-Mediavilla y cols., 1993].

La re-unién del IF, a la F, ocurre en i de branas, y se
estimulada con Mg-ATP {Cintron y Pedersen, 1979; Gémez-Ferndndez y Harrig, 1978].
Este proceso ocurre a pH moderadamente 4cido y requiere la hidrélisis de
aproximadamente 1,000 moléculas del ATP por molécula de ATPsintasa/ATPasa para
una unién eficiente {Loper-Madiavilla y cols., 1993]. Ent en la brana
interna mitocondrial, la interaccién del IF; con la F, parecen estar en un estado
estacionario hasta que algin factor externo -como el Ay- promueva la remocién del
IF, y/o su re-unién con Mg-ATP [Harris, 1984; Lippe y cols., 1988a]. El equilibrio
dindmico, en el cual Ia unién y liberacién de IF, ocurre simultdneamente en el total
de las moléculas de ATPsintasa/ATPasa ha sido demostradoe en particulas
aubmitocondriales de corazén de res [Power y cols., 1983).

Efectos sobre la afntesis del ATP,

La caracterfstica mds controvertida de las funciones del IF,, es la relacién que
existe entre el contenido de IF, (o la capacidad de hidrélisis), y la actividad de la
enzima en direccién de la sintesis del ATP. De hecho, se eaperar(a que tanto la
sfntesis como la hidrélisis involucren a los mismos sitios en la enzims; entonces IF,
inhibirfa a ambas reacciones ignalmente, pero el IF, claramente sélo inhibe a la
hidrélisis cuando se induce por el flujo de protones {Schwerzmann y Pedersen, 1981},
o wvia gradientes de pH artificiales (Husain y Harris, 1983). El grupo de Harris
propone que existe una estrecha correlacién entre la cinética de activacién de la
hidrélisis y la capacidad de sfntesis en partfculas submitocondriales {Lippe y cols,
1988}, El grupo de Gémez-Puyou propone que la capacidad de hidrélisis (y la
liberacién de IF|) ea més lenta (t,,= 3 min) que la capacidad de sfntesis (t,,= 5 sec)
[Tuena de G6mez-Puyou y cols, 1988). Esta discrepancia en las cinéticaa ha sugerido
que la sfntesis y la hidrélisis ocurren en sitioa diferentes de la ATPsintasa/ATPasa
{Schwerzmann y Pedersen, 1986; Tuena de Gémez-Puyou y cols., 1988), en donde la
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sfntesis es activada por algin proceso atin no conocido, posiblemente con el
desplazamiento del IF, que es mds rdpido que su liberacién.

El grupo de Harris opt6 por tratar de resolver esta paradoja en términos de las
anomalfas cinéticas de las metodologfas utilizadas [Husain y cols., 1985). Observaron
que los cursos temporales de la activacién de la hidrélisis y la liberaci6én del IF, son
bifésicos, con una fase rdpida que corr de a la velocidad de induccién de la
sintesis. La fase lenta se interpreta en términos de la pérdida de IF, del equilibrio
dindmico (e.g. por agregacién o adsorcién en las paredes de los recipientes usados),
siendo un estado de naturaleza no fisiolégica. Esta segunda fase incrementa la
capacidad de hidrélisis (cuantificada en condiciones d ladas), incr tando la
cantidad de IF, liberado de la membrana; De hecho, no hay un incremento en la
capacidad de sfntesis hasta que un nimero suficiente de enzimas se han encendido,
lo que puede estar limitado por el aporte de energfa. Entonces no es necesaria la
existencia de sitios diferentes para la sfntesis y la hidrélisis para explicar las
cinéticas de activacién, pero esto no se ha comprobado con exactitud.

El mecanismo de liberacién de IF,.

El mecanismo por medio del cual el IF, es liberado de la ATPsintasa/ATPasa
ain no es conocido. No es claro, por ejemplo, c6mo el IF, que estd de un lado de la
membrana, puede percibir los gradientes de carga transmembranal o de pH. Los
experimentos que implican a la carga de superficie [Harris y cols., 1979] o la
naturaleza de la cabeza de los fosfolfpidos [Seeling y cols., 1987) como mediadores de
estos efectos, no son concluyentes. Una posibilidad es que el IF, puede existir en dos
conformaciones que son interconvertibles lentamente en solucién {Panchenko y
Vinogradov, 1985; Fujii y cols., 1983); la forma protonada es la forma activa (se une
fuertemente a la ATPsintasa/ATPasa), y la transicién entre esta forma y la
desprotonada tiene un pKa de 6.8 en solucién (cambiando a pH 8.8 en el complejo
FyF\I (Khodjaev y cols., 1990)).

La dependencia del pH para la inhibicién de la ATPsintasa/ATPasa por el IF,
puede atribuirse a uno de tres posibles mecaniamos: un efecto global en el complejo
F,F,, un efecto en el IF,, 0 un efecto en residuo(s) de F,F, o de IF, que estd(n)
directamente involucrado(s) en la(s) interaccién(es) de ambas moléculas. La hip6tesis
favorecida es que el cambio de pH actiia sobre IF,, esta idea se ha incorporado a las
de los posibles mecanismos de accién del IF, [Panchenko y Vinogradov, 1985;
Khodjaev y cols., 1990].

Utilizando la técnica de espectropolarimetria de dicrofsmo circular para
analizar los cambios de IF, en un amplio rango de pH, el grupo de Pedersen
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[Lebowitz y Pedersen, 1993], encontré que existen cambios de estructura en el IF, (de
las mitocondrias de hfgado de rata) debidos al cambio de pH. Estos cambios
estructurales muestran una dependencia similar a la funcién del IF,. Al disminuir el
pH se observa una pérdida de la estructura rfgida de hélice que se requiere para la
unién del IF; e inhibir la hidrélisis (el pH 6ptimo de inhibici6én por el IF, es de 6.8).
Este trabajo estd en concordancia con lo reportado por el grupo de Tagawa [Fujii y
cols., 1983), con la protefna inhibidora de levadura y con lo reportado por Sah y
colaboradores (1993) con la protefna inhibidora de las mitocondrias de corazén de
bifalo. Este dltimo trabajo muestra que a un pH de 6.5, la estimaci6n de la
estructura secundaria para el IF, es de 0% de a hélice y 63 % de hojas B y el resto por
otras estructuras como vueltas § y al azar; por el contrario, a un pH de 8.0 hay 56%
de a hélice y s6lo 3% de hojas 8.

El papel fisiolégico del IF,

El papel fisiolégico del IF,, es conservar la cantidad del ATP generado
principalmente por la fosforilaci6én oxidativa, en condiciones en las cuales la
mitocondria no esté acoplada [Ichikawa y cols., 1990). Existe un ntimero considerable
de estudios que sefialan que la unién del IF, a la ATPsintasa/ATPasa es el regulador
fisiolégico de la hidrélisis. Por ejemplo, los experimentos de Rouslin (1983), indican
que la actividad inhibitoria del IF, aumenta durante la isquemia; se han demostrado
cambios en los niveles de oxidacién en corazones perfundidos por medio del
subsecuente aislamiento de la membranas internas mitocondriales, las cuales tienen
diferente capacidad de hidrélisis antes (control) y después del tratamiento. Das y
colaboradores (1989) también han demostrado que, en un cultivo de miocitos
cardfacos, la anoxia decrece la capacidad de hidrélisis en un 40%, y por el contrario
una estimulacién eléctrica rdpidamente la incrementa en aproximadamente 60%, Este
incremento se detiene cuando se deja de aplicar el impulso eléctrico. La capacidad
para incrementar la velocidad de la hidrélisis estd desapareada con el flujo de
electrones en la hipertensitn arterial y puede revertirse por el tratamiento con drogas
{Das y Harris, 1990 y 1991]. Estos resultados, implican que la ATPsintasa/ATPasa
esta regulada directamente in vivo. Est4 regulacién estd mediada por el IF,, aunque
también los niveles de calcio son muy importantes.

De manera similar a lo anterior, se ha reportado que al cuantificar los niveles
del IF, en células normales de higado y en células tumorales como las del hepatoma,
la cantidad de IF, es mayor en las células anémalas. Este incremento de IF, es
congruente con el alto grado de glicélisis que se observa en estos tumores [Chernyak
y cols., 1987]).
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LA PROTEINA INHIBIDORA DEPENDIENTE DE
CALCIO.

Estructura e interaccién con la ATPsintasa/ATPasa.

El tratamiento de algunas preparaciones de particulas submitocondriales de
corazén de res [Yamada y Huzel, 1988] o de perro [Rouslin y Broge, 1989} o de
muisculo esquelético de rata {Yamada y Huzel, 1980] con calcio a una concentracién
de alrededor de 1 pM ocasiona un incremento en su actividad de hidrélisis sin la
liberacién del IF,. Esta activacién se acompafa de la liberacién de una protefna
pequeiia (6.3 kDa), y estable al calor que se ha llamado Inhibidor que une Calcio
(CaBI), que es diferente del IF, tanto antigénicamente, como en la composicién de
amino dcidos [Di Pietro y cols., 1988; Yamada y Huzel, 1988). La protefna purificada
inhibe 1a actividad de hidrélisis de las partfculas submitocondriales en ausencia de
calcio. Se conoce poco acerca de su estructura, su afinidad y sitio de unién en la
ATPsintasa/ATPasa. Se supone que la forma de inhibicién es a través de un dfmero
de 12.5 kDa, el cual se disocia en monémeros por accién del aumento en los niveles
de calcio [Yamada y Huzel, 1981).

El efecto del CaBI en la sfntesis del ATP se ha investigado en partfculas
submitocondriales de corazén de res (preincubadas previamente para eliminar los
efectos del IF,). En partfculas que contienen un alto contenido de CaBI la sintesis del
ATP aumenta, y la hidrélisis se inhibe; por el contrario en particulas con un bajo
contenido de CaBI, la sfntesis es baja y la hidrélisis muy alta [Yamada y Huzel,
1989]. Sorprendentemente, el efecto del CaBl en la sfntesis es opuesto al ejercido
sobre 1a hidrélisis (cf. IF,, el cual inhibe ambas funciones). En estas investigaciones,
no se agreg6 un sistema secuestrador de ATP -hexoquinasa- cuando al cuantificar la
sfntesis, y los niveles de ATP se determinaron después de 4 min; es posible que los
niveles observados del ATP reflejen un balance entre la sintesis realizada por algunas
partfculas y una alta velocidad de hidrélisis realizada por otras particulas (;tal vez

ladae?). Un fenémeno similar se ha observado en ensayos con part(culas
submitocondriales depletadas del IF, [Beltrén y cols., 1986].

El papel del CaBI en la ATPsintasa/ATPasa in vivo requiere de mucha mds
investigacién, pues en las mitocondrias de corazén hay un alto contenido de esta
protefna (alrededor de 5-10 moles por mol de ATPsintasa/ATPasa [Yamada y Huzel,
1980; Yamada y Husel, 1988)), y es por ello que es un excelente candidate para
conferir sensibilidad al calcio en la regulacién de la enzima de corazén.
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PROTEINAS INHIBIDORAS DE ATPasas P y V.
Inhibidores de las P-ATPasas,

El ejemplo cldsico para una enzima de tipo P es la ATPasa de Na'/K* (conocida
también como la bomba de sodio), que es responsable del transporte de iones sodio
y potasio a través de las membranas de los eucariontes a expensas de la hidrélisis del
ATP. La bomba se inhibe especificamente por ouabafna [Schuurmans-Stekhoven y
Bonting, 1981}, por glicésidos endégenos [Fishman, 1979; Tal y cols., 1986] y algunos
péptidos que varfan en peso molecular {Araki y cols., 1989; Araki y cols., 1990;
Ishizuka y cols., 1991; Chandra y cols., 1993). En el afio de 1988 ge report6 que un
extracto de cerebro de rata puede estimular o inhibir a la ATPasa de Na*/K* [Arnaiz
y cols., 1988]. A partir de estos resultados, Chandra y cols., (1993) describen la
presencia de una protefna inhibidora aislada del citosol de cerebro de rata que inhibe
especificamente a la ATPasa de Na‘/K* de cerebro y rifién y a la ATPasa H/K* de
mucosa gdstrica de sapo, pero no tiene efecto sobre las Ca*, Mg**-ATPasas y la Ca*-
ATPasa aisladas de testfculo de rata o de espermatozoides de cabra. Se ha
demostrado que la acci6n inhibitoria por este péptido se ejerce cerca del sitio
catalftico de la enzima, su unién es reversible y de naturaleza competitiva con el
sustrato. La inhibicién éptima se encuentra alrededor de la temperatura de transicién
de fase de la Na'/K* ATPasa y su actividad inhibitoria depende parcialmente de
grupos -SH o -NH2.

Por otra parte, se ha reportado la presencia de un péptido inhibider de la Ca*-
ATPasa del retfculo sarcopldsmico [Norayanan y cols,, 1983}

Es muy importante hacer notar que las enzimas de tipo P (Na/K* y Ca?-
ATPasas), estdn sujetas a regulacién por una multitud de agentes fisiol6gicos, como
las catecolaminas [Horowitz, 1979], las hormonas tivoideas [Smith y Edelman, 1979),
los compuestos gemejantes a la ouabafna [Fishman, 1979), y péptidos [Araky y cols.,
1989; Araki y cols., 1990; Ishizuka y cols., 1991). Esta regulacién tan estricta se debe
a que estas enzimas pueden hidrolizar grandes cantidades de ATP, y disminuir de
manera importante as reservas del nucleétido; por ello pareciera itil que estén
sujetas a un numero congiderable de factores reguladores.

Inhibidores de las V-ATPasas.

La regulacién de la H’-ATPasa lar en la acidificacién de los org

pitelial, e ha atribuido a los efectos del gradiente electroqufmico (ApH.) a
través de la membrana o a camblos en el nimero de bombas de protones.
Recientemente se ha reportado la exi ia de una protei islada del citosol del
rifién de res, que inhibe tanto la actividad de hidrélisis como la translocacién de
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protones de la H*-ATPasa vacuolar. El peso molecular de esta protefna es de 6.3 kDa,
muy similar al de la F,F, ATPsintasa/ATPasa mitocondrial, y posiblemente existe
como dfmero en su forma activa (lo que recuerda al CaBI) [Zhang y cols., 1992 a].

El inhibidor de la H*-ATPasa vacuolar ejerce un efecto inhibidor parcial en la
ATPsintasa/ATPasa mitocondrial, lo que sugiere que las enzimas vacuolar y
mitocondrial pueden tener sitios de unién para el inhibidor semejantes. A diferencia
del IF,, cuyo efecto inhibitorio es 6ptimo a un pH menor de 6.5 [Pullman y Monrroy,
1963] (probablemente debido al pH relativamente alcalino del interior mitocondrial),
el inhibidor de la H*-ATPasa vacuolar tiene un efecto médximo a un pH de 7.5. Esta
diferencia seguramente refleja el posible papel fisiolégico del inhibidor v lar: al
incrementarse el pH citopldsmico, el inhibidor se torna efectivo y las reservas de ATP
permanecen constantes.

Estudios recientes han revelado que la regulacién de la inhibici6n de la
ATPsintasa/ATPasa mitocondrial es muy compleja y que participa més de un tipo de
protefna inhibidora [Yamada y Husel, 1988; Cintrén y Pedersen, 1979], y dos
protefnas de bajo peso molecular adicionales {Hashimoto y cols., 1990]. De una
manera similar las protefnas reguladoras de la H*-ATPasa vacuolar pueden dar a la
célula la regulacién de la acidificacién independiente y en diferentes organelos.
Apoyando esta idea se encuentra el reciente reporte de la identificacién de un péptido
activador de la enzima vacuolar [Zhang y cols., 1992b].

Todo lo anterior ayuda a reforzar los datos que se han obtenido por numerosos

experimentos y evidencias filogenéticas, para colocar a las enzimas de tipo F y P
dentro de un mismo linaje evolutivo [Nelson y Taiz, 1989; Gogarten y cols., 1989].
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JUSTIFICACION.

La ATPsintasa/ATPasa es una enzima compleja, tanto desde el punto de vista
estructural como funcional, que desde hace mucho tiempo ha sido estudiada por ser
la que lleva a cabo la sfntesis del ATP durante la fosforilacién oxidativa y la
fotofosforilacién. Actualmente se conoce mucho acerca de su composicién polipeptidica
y existen estudios recientes enfocados a resolver su estructura con exactitud. Por otra
parte, el mecanismo por medio del cual se genera ATP a partir de ADP y Pi no estd
del todo claro.

La complejidad estructural de esta enzima ha obligado a resolver preguntas
utilizando cada uno de sus componentes (al sector F,, al sector F,, al sector F,-
protefna inhibidora y al complejo F.F,) individualmente. Existen metodologfas
diferentes para el aislamiento y purificacién de la enzima tanto para el complejo
integral (FF)), como para cada uno de sus componentes por separado el F, yla F;
sin embargo, en condiciones nativas, la ATPsintasa mitocondrial estd constituida por
la porcién F, y la porcién F, con la protefna inhibidora unidas por las subunidades
del cuello. Es precisamente este hecho el que ha ocasionado una falta de claridad en
cuanto a la composicién polipeptfdica del complejo F,F, de organismos eucariontes,
pues en algunas preparaciones se encuentran protefnas que en otras no; todo depende
de la metodologfa que se utilice para aislar y purificar al complejo. Por otra parte, se
han realizado estudios sobre el sistema nativo en partfculas submitocondriales [e.g.
Tuena de Gémez-Puyou y cols.,, 1983); existe s6lo un trabajo que reporta el
aislamiento de un complejo F,F,-protefna inhibidora de mitocondrias de corazén de
res, con el cual se obtuvieron las secuencias amino terminales de las subunidades de
las que no se tenfa esta informacién (Walker y cols., 1991).

Es importante desarrollar una metodologfa que permita el aislamiento de un
complejo ATPsintasa/ATPasa mit drial de manera integral (F,F,-protefna
inhibidora), que corresponda a la forma nativa estructural y funcional de la enzima.

En el laboratorio se cuenta con una metodologfa que permite obtener un
complejo FoF,-protefna inhibidora de mitocondrias de corazén de res, el cual se ha
caracterizé parcialmente en el sentido de la hidrélisis del ATP. Este complejo
enzimAtico posee caracterfsticas que van de acuerdo con lo reportado para el sector
F,I(Adolfsen y cols., 1976 y Gémez-Puyou y cols., 1986), y con complejos FyF, [Stigall
y cols., 1978; Dreyfus y cols., 1984; Laird y cols., 1986, Walker y cols., 1991).
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Este estudio permiti6 la comparacién de dos diferentes preparaciones de
ATPsintasa/ATPasa, una que estd libre del efecto funcional de la protefna inhibidora
(complejo FyF, activo) [Dreyfus y cols., 1984] y otra que posee fisica y funcionalmente
al péptido inhibidor (complejo F,F, latente) [Vdzquez-Contreras, 1992]. La
comparacién se realiz6 tomando el protocolo para aislar al complejo FoF, tal cual
habfa sido reportado por Dreyfus y colaboradores (1984), lo que implica que la
solubilizacién de la enzima de las particulas submitocondriales se lleva a cabo con el
detergente Lauril dimetilamino 6xido, Las caracterfsticas de ambas preparaciones se

muestran en la Tabla 1.

Caracterfstica F,F,I F,F,

Hidré6lisis (control) 12 4
Hidrélisis + Oligomicina 0.15(85-95) 0.6(80-90)
Hidrélisis + DCCD 0.18(80-90) 0.6(80-90)
Rendimiento (de protefna inicial) 6% 8 %
Efecto de preincubacién (60°C) 9.99(833) No hay efecto
Efecto de preincubacién (KCI) 3.0(250) No hay efecto

Pardmetros cinéticos

Vo= 1.3K = 148

V. = 3.9;K =142

Efecto del magnesio libre

Inhibe por arriba de
6mM

Inhibe por arriba de
6mM

pH dcido (6.8) La actividad decrece
Efecto del pH a 60° permite una mejor més rdpidamente
estimulacién con pH 4cido (6.8).
Tabla 1, C ién de funcionales de los plejos FoF, active

las .
[Dreyfus y cols., 1984} y F,P,l (Vézquez-Contreras, 1992). Hidrélisis en pmolmin’'mg’,

LaV_en nmohmn

'y la K, en uM. Los experimentos se realizaron con lw‘ del
complman 3somyuao~0y 15 min. Los nu

entre

hibicién del control.

P taje de
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OBJETIVO.

En el laboratorio, como ya se menciond, se desarrolié una metodologfa que
permite obtener un complejo FoF,-protefna inhibidora de mitocondrias de corazén de
res presumiblemente en estado nativo, el cual se ha caracterizado parcialmente en
el sentido de la hidrélisis. Este complejo enzimsdtico posee caracterfsticas que
concuerdan con lo reportado para el sector F, con la proteina inhibidora presente, por
1o cual se le a designado como plejo F,F, latente por homologfa con el complejo F,l
al cual se le designa como complejo F, latente, pues bajo ciertas condiciones es capaz
de aumentar la velocidad de hidrélisis del ATP debido a la remocién de 1a protefna
inhibidora. Por otra parte, la actividad de hidrélisis es sensible a los inhibidores

4sicos de las enzimas "F" (oligomicina y DCCD).

El objetivo principal de este proyecto se relaciona muy estrechamente con el
conocimiento de las propiedades estructura-funcién de la ATPsintasa/ATPasa de
mitocondrias de corazén de res. Tomando en cuenta que las funciones fisioldgicas de
la enzima (complejo F,F)-protefna inhibidora), estén desplazadas hacia el sentido de
la sintesis del ATP y que la hidrélisis del mismo por este complejo ha sido
parcialmente caracterizada, en este trabajo se pretende estudiar a la
ATPsintasa/ATPasa en el sentido de su funcién fisiolégica, la sintesis del ATP,
monitoreada a través de la reaccién de recambio ATP- *Pi, y estudiando a la par la
hidrélisis del ATP en un sist ituido en | as

La estrategia a seguir conslsbe en cuantificar el efecto de la presencia de la

inhibidora en el ATPsi /ATPasa en las reacciones que cataliza
eomparando contra un complejo carente de la regulacién del péptido inhibidor
(complejo FyF, activo).

ol
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de las mitocondrias de corazén de res.

Las mitocondrias se aislaron a partir de corazones frescos de res. Todo el
procedimiento se realizé & 4°C. Se sigui6 basicamente el método descrito por Léw y
Vallin [1963]. Se elimin el tejido conjuntivo y 1a grasa. Se moli6 el misculo, por cada
400 g de carze molida se aftadi6 1.2 | de sacarosa 0.25M, EDTA 0.015M, Tris-Cl
0.005M (pH 7.4). Se ajusté el pH a 8.0 con una solucién de Tris saturada. En una
licuadora Waring se homogeneizé durante 5s por 1min. Inmediatamente después, se
reajusté el pH a 8.0 con Tris saturado. El homogenado se centrifugé a 7,600 x g por
10 min, en uz rotor Sorvall GS3. El sobrenadante se filtré a través de 2 capas de
gasa, el filtrado se centrifugé a 25,000 x g por 10min, en un rotor Sorvall GSA. Se
elimin6 el sobrenadante. La pastilla se resuspendi6 en sacarosa 0.26M, Tris-Cl
0.005M (pH ©.4). Se homogeneizé y centrifugé a 25,000 x g por 10min en un rotor
GSA. La pas:illa resultante estd compuesta por dos fracciones: en la superior se
encuentran las mitocondrias ligeras, y en la inferior, las mitocondrias pesadas, lo cual
se refiere a qué tan bien selladas estdn sus membranas. Con una solucién de
Sacarosa 0.25M, Tris-Cl 0.005M (pH 7.4) se ajusté la concentracién de protefna a
aproximadamente 60 mg/ml para las mitocondrias pesadas, mientras que las ligeras
se resuspenden en el volumen que las contiene. La cuantificacién de protefna se llevé
a cabo por el método del biuret [Gornal y cols.,, 1949). Las mitocondrias se
almacenaron en alfcuotas a -70°C hasta su utilizacién.

Preparacién de las particulas submitocondriales de Klein.

Se sigui6 el método descrito por Klein y colaboradores (1982). Se resuspendié
una alfcuota de mitocondrias ligeras a 20 mg/ml en sacarosa 0.25M, KCI 0.075M,
Tris-S0, 0.03M (pH 8.0), EDTA 0.002M (pH 8.0 con H,;SO,). Se sonic6 en lotes de 20
ml por 45 8 wes veces en un sonicador Branson 250, con intervalos de 15 s de
descanso, en un baiio de agua-hielo. El sonicado se centrifugé por 20 min a 37,500 x
g y 4°C. Se incubé el sobrenadante por 60 min a 30°C, transcurrido este tiempo se
centrifugé a 75,000 x g durante 90 min a 25°C en un rotor 60ti. El socbrenadante se
guardé a -70°C (a partir de é! se afsla la proteina inhibidora). El precipitado se
resuspendié en sacarosa 0.25 M,Tris 0.005 M (pH 7.4), y se determiné la
concentracién de protefna por el método de biuret [Gornal y cols., 1949], y la actividad
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de hidrélisis por el método espectrofotométrico (Pullman y cols., 1960). las partfculas
se almacenaron en alfcuotas en nitrégeno liquido, hasta su utilizacién.

Si se parte de 2.0 a 2.5 g de mitocondrias se obtienen aproximadamente 700
mg de partfculas submitocondriales. La actividad de hidrélisis de éstas fue de
alrededor de 5 prmol min” mg’*

Preparacién de las particulas submitocondriales Mg-ATP.

Se siguié el método descrito por Lee y Ernster {1967). Se resuspendieron
mitocondrias pesadas a una concentracién de 10 mg/ml con sacarosa 0.25M, ATP
0.006M, Acetato de Magnesio 0.006M, y se ajusté el pH entre 6.9 y 7.1 con una

lucién de NaOH trado, se sonicé la suspensién en alfcuotas de 20 ml durante
§ perfodos de 45 segundos y 15 segundos de descanso, en un sonicador Branson 250,
procurando no elevar la temperatura por arriba de 10°C, utilizando un bafio agua-
hielo. El sonicado se centrifugé a 37,500 x g por 15 min y 4°C en un rotor SS34; el
sobrenadante que contiene a las psm Mg-ATP se centrifugé a 100,000 x g por 45 min
a 4°C en un rotor 60Ti. E] precipitado se resuspendié en el volumen inicial con
sacarosa 0.25M. y se repitié el paso anterior. A continuacién, se resuspendié a las
partfculas en el mfnimo volumen posible con sacarosa 0.25M y se cuantificé la
tracién de protefna por el método del biuret [Gornal y cols., 1949]. Las
partfculas se almacenaron en alfcuotas en nitrégeno lfquido hasta su utilizacién.

Si se inicia con 2.0 a 2.5 g de mitocondrias se obtienen aproximadamente 600
mg de partfculas submitocondriales. Dado que la ATPsintasa/ATPasa contenida en
esta? partlfculas estd regulada por el IF, la actividad de hidrélisis fue menor a 1 pmol
min™ mg".

Aislamiento del complejo F,F,.

Se sigui6 como base el método reportado por Dreyfus y colaboradores (1984),
con la signiente modificacién: el detergente utilizado fue el n-Dodecil B D-Maltésido
(lauril maltésido (LM)) en vez del lauril dimetilamino 6xido. A partir de 13.5 mg de
psm-Klein, ge llevé la concentracién a 3 mg/ml con sacarosa 0.15M, EDTA 0.002M
(pH 7.5) en 4.5 ml. Se agreg6 a esta solucién un volumen igual de LM 9mg/ml gota
a gota en agitacién constante y a 4°C durante 30 min. Transcurrido el tiempo, se
centrifugé 60 min a 100,000 x g y 4°C en un rotor 50Ti. El sobrenadante resultante,
se aplicé a una columna cromatogréfica (1 X 5 cm), cargada con sefarosa-hexilamonio,
previamente equilibrada con Tris-Cl 0.02M (pH 7.5), EDTA 0.002M, Colato de Sodio
0.01M, fosfatidil colina 3 mg/ml (sonicada para dispersar). El flujo de elucién fue de
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3 mV/15 min. Se lavé con 40 ml del mismo amortiguador y, se eluy6 con 12 ml del
mismo amortiguador mds KCl 1M. A continuacién, se precipité con un volumen de
sulfato de amonio saturado a (pH 7.5) y se incub6 durante 30 min a 4°C. Transcurrido
este tiempo, se centrifugé 15 min a 25,000 x g y 4°C en un roter SS34. Se resuspendi6
en el mfnimo volumen posible de Tris-Cl 0.02M (pH 7.5), EDTA 0.002M, Colato de
Sodio 0.01M, sacarosa 0.25M, fosfatidil colina 30 mg/m! (sonicada para dispersar),
esta solucién debe usarse con los Ifpidos recién sonicados. Se cuantificé la protefna
por el método del scido bicinconfnico (BCA) [Smith y cols., 1985].

El complejo F,F, se puede guardar en nitrégeno liquido por aproximadamente
seis meses sin perder ninguna de sus propiedades.

Aislamiento del complejo FJF L

Se siguid la metodologfa reportada per Vdzquez-Contreras [1992). A partir de

13.5 mg de psm Mg-ATP, se lleva la concentracién a 3 mg/ml en un volumen de 4.5
ml, con sacarosa 0.156M, MES-Tris 0.02M (pH 6.8), ADP 0.1M ; se agregé gota a gota
a la solucién de psm un volumen igual de LM 9 mg/m! en agitacién constante y a 4°C.
se centrifugé a 100,000 x g durante 60 min ¥ a 4°C en un rotor 50Ti. El sobrenadante
se aplica a una columna cromatografica (1 x 5 cm), cargada con sefarosa hexil-amonio,
equilibrada previamente con 20 ml de MES-Tris 0.02M, EDTA 0.002M, Colato de
sodio 0.01IM, ADP 0.005M, fosfatidil colina 3 mg/ml (sonicada para dispersar). Se
eluyé a un flujo de 3ml por 15 min y, colectado en fracciones de 3 ml. Se lavé la
columna con 40 ml del mismo amortiguador con un flujo de 3 ml por 10 min. y se
eluy6 con 12.5 ml del amortiguador, mds KCl 1M a un flujo de 2.5 m! por 15 min. Se
precipité con un volumen de sulfato de amorio saturado (pH 6.8) a las fracciones 2
y 3, que contienen a la protefna (previa verificacién por método de Bradford [1976]).
Se incubé 30 min a 4°C y se centrifugé a 37,500 x g durante 15 min a 4°C en un rotor
5534. La pastilla se resuspendi6 con 50n! de sacarosa 0.25M, MES-Tris 0.02M, EDTA
0.002M, Colato de sodio 0.002M, ADP 0.0001M (pH 6.8), fosfatidil colina 30 mg/ml
(somcada para dxspemr) Esta solucién debe de usarse con los lfpidos recién
La acién de protefna se cuantificé por el método de BCA {Smith

y cola., 1885].
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Determinacién de la concentracién de proteina.

Biuret
Gornal y cols., 1949.

Este método se utiliz6 para cuantificar la concentracién de protefna de las
suspensi de mit. drias y particulas submitocondriales. A partir de una fraccién
que contenga de 0.1-2.0 mg de protefna, se agregé 0.8 ml de agua, 0.2 ml de
desoxicolato de sodio (2 % ), 2.0 ml del reactivo de biuret (1.5 g de CuSO,,,6.0 g de
tartrato de sodio y potasio en 500 m! de agua; después 300 ml de NaOH (10 %), y
aforar a un litro. Toda la solucién se preparé con agua destilada y hervida para evitar
la presencia de C0,). Se agité e incubé 15 min, y se ley6 a 540 nm contra un tubo
blanco sin protefna. Para la curva estdndar se utilizé albimina de suero de res 100
mg/ml; 1 mg de albimina en el ensayo produce una absorbencia de 0.085.

Bradford o Azul de Coomassie.
Bradford, 1976.

Este método se utiliz6 para cuantificar las protefnas del material soluble y es
confiable hasta para 10 pg protefna en la muestra. La solucién colorante se prepara
agregando 100 mg de azul de Coomassie a 50 ml de etanol (95 % v/v), se mezcla con
100 m! de 4cido fosférico (85 % v/v) y se afora a 11 con agua destilada. Se filtra y se
conserva en un frasco 4mbar a temperatura ambiente.

Se agregaron dos mililitros de la solucién de Bradford a la muestra de protefna
en un mililitro, y dos minutos después de haberla agitado, se lee a 595 nm, contra un
tubo blanco carente de protefna. Para la curva estdndar se utilizé albtimina de suero
de res 1 mg/ml. Para las muestras que contienen detergentes, se agregé la
concentracién correspondiente en los tubos de la curva estdndar para evitar las
posibles interferencias.

Acido bicinconfnico (BCA)
Smith y cols., 1885

Este método se utiliz6 para cuantificar la concentracién de protefna de los
complejos enzimdticos ya purificados, y se utiliz6 en su modalidad de 1 ml y a una
temperatura de 60° C, utilizando el kit de Pierce and Warriner Ltd., Chester, U. K.

M



Determinacién de la Hidrélisis de ATP.

Acoplada a la oxidacién del NADH
Pullman y cols., 1980

Este método se basa en el acoplamiento de las actividades de hidrélisis del ATP
de la ATPsintasa/ATPasa, la piruvato cinasa (PK) y la deshidrogenasa lactica (DL).
Se determina la velocidad de desaparicién del NADH, sabiendo que el coeficiente de
extincién molar para el NADH a 340 nm es: € = 6.22 Mm™' cm™.

La muestra de ATPasa se agreg6 en 2 ml de un medio de reaccién, cuya
absorbencia se ha ajustado previamente a 1.0 y que contiene 2 ml de sacarosa 0.05M,
ATP 0.003M, Tris 0.06 M (pH 8.0), KC1 0.03 M, MgCl, 0.003 M, fosfoenolpiruvato
0.0015 M, 5.5 U de piruvato cinasa, 30 U de deshidrogenasa léctica, 0.027 Mm de
NADH.

La actividad de hidr6lisis se calculé mediante la siguiente ecuacitn:

Actividad especifica= D.O. x 2 ml/6.22 x min x protefna (mg)
(umolmisvimg)

Se recomienda usar esta metodologfa para seguir los cursos temporales de la
hidrslisis de ATP, su lfmite de sensibilidad estd en concentraciones micromolares.

Cuantificacién del fosfato liberado por el método colorimétrico de
Fiske y Subbarow (1925).

Una muestra de protefna (30 ug de partfculas submitocondriales, o de 5 a 30
pg de los complejos FoF, o FoF\I), se llevé a 0.1 ml con sacarosa 0.25M, TrisCl 0.0056M
(pH 7.4); se afiaden 0.25 m! del medio de reaccién (Tris-SO, 0.1M (pH 7.8), ATP
0.003M, MgCl, 0.005M, fosfoenolpiruvato 0.004M (concentraciones finales), 3.65 ul de
piruvato cinasa/ml). Se incub6 a 30°C (5 a 10 min las partfculas submitocondriales,
y de 10 a 15 min para F;F, o F,F\I). La reaccién se detuvo agregando 0.1 ml] de 4cido
tricloroacético (TCA) al 30% dejando los tubos en hielo. Paralelamente, se agregé 0.1
ml de la enzima en sacarosa directamente en 0.1 ml de TCA, antes de afiadir el medio
de reaccién (blancos con TCA). Se centrifugé durante 5 min a 12,500 x g en una
centrifuga clfnica y, se tomaron 0.2 m! del sobrenadante y se agregaron a 0.8 ml de
agua. Se afadieron 0.25 ml de molibdato de amonio (a 800 ml de agua destilada
agregar lentamente, y en fri6, 111 ml de H,SO, (36 N); posteriormente, 50g de
molibdato de amonio. El volumen se lleva a 11 con agua destilada), Se agregaron 0.25
ml de solucién de Elon (Kodak) (10g de Sulfato de Elon, 30g de metabisulfito de sodio
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se aforan a 1] con agua), y se incub6 por 10 min a temperatura ambiente. Se ley6 a
una longitud de onda de 660 nm contra un tuboe blanco (i.e sin protefna). La curva
estdndar se hace a partir de una solucién de 2.5mM de H,P0,. 250 nanomolas de
H,PO,, producen una absorbencia de 0.34 a 660 nm. Para calcular la actividad de
hidrélisis se aplicé la siguiente ecuacién:

Actividad de hidrélisis (nmol/min/mg)= (D.O. muestra - D.O. blanco con TCA) x [vol
de reacci6én (0.45 ml)vol sobrenadante (0.2 ml)} x {250 nmolas Pi / O.D. 660 nm
(0.34)] x [1/ tiempo (min)] x [L/protefna (mg))

El margen de sensibilidad de esta metodologfa se tra desde 0.500nM

hasta micromolares.

Cuantificacién de fosfato liberado con verde de malaquita
Lanzeta, 1979.

La reaccién de hidrélisis se inici6 como se indica para el método de Fiske y
SubbaRow (1925). Se agregé 1.6 ml del reactivo de Lanzeta (hidrocloruro de verde de
malaquita 0.045 %, molibdato de amonio 4.2 % en HCI 4 N, 3:1), con lo cual se detuve
la reaccién. 30 seg después se agregaron 0.2 ml de citrato de sodio (34 %), y se incubé
30 min a temperatura ambiente. Se ley6 contra un tubo blanco, a 660 nn:. 178 valores
de los tubos problema se interpol6 en una curva de Na,PO,.

La sensibilidad de esta metodologia estd en el margen de concentraciones
nanomolares.

Cuantificacién del **Pi liberado por la hidrélisis del [y**Pi]-ATP.

Se utiliz6 1a metodologfa propuesta por de Meis y cols. (1983). Se determiné la
cantidad de **Pi liberado a partir de una alicuota de [+-**P]-ATP presente en el medio
de reaccién,

Marcarje del ATP con P en el fosfato gama [Glynn y Chapell, 1964]: Se
preparé: tris-Cl 0.05M (pH 8.1), MgCl, 0.006M, cistefna 0.002M, 3-fosfoglicerato
0.001M, ATP 0.005M, NADH 0.0004M, EGTA-K 0.001M, gliceraldehfdo 3-fosfato
deshidrogenasa 200 pg, 3-P-gliceratocinasa 140 pg, 8-mercaptoetanol 0.1 ml
(comprobar pH 8.0 con papel pH). Se dejé reaccionar la mezcla durante 1 hr y, se
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afadié 50 ml de etanol (100% v/v); se lavé el tubo de reaccién con 10 ml de etanol
(17% v/v), y se liofilizé o evaporé (mdximo 40°C) hasta que estuvo casi seco. Se filtré
en papel Whatman 1 y posteriormente, se aplicé a una columna cromatogréfica (3.5
x 0.5 cm) cargada con 1g de resina AG 1x8 (BioRad), (el tubo de reaccién se lava con
10 ml de H;0). Se eluyé con 40 m! de NH,CI 0.002M para eliminar AMP/ADP/Pi y,
ge lavé con 40 ml de H,0 para quitar el NH,*; Se eluy6 el [**P}-ATP con Hel 0.25N
y, se colect6 (16-17 ml) en hielo. Finalmente se ajusté el pH a 6.8 con Tris (3-3.4 ml
de Tris 1M o 24.4 mg/ml de Tris).

Para cuantificar el ?*Pi, producto de la reaccién de hidrélisis, se detuve la
reaccién de una alfcuota de ATPsintasa/ATPasa (100pg) de 0.3-0.56 ml, con 100 pl de
TCA (30%) y se le ailadi6: 0.3 ml de acetona, 0.5 ml del reactivo de molibdato de
amonio (ver Fiske y SubbaRow, 1925), 1.0 ml de acetato de butilo. Los tubes blanco,
no contienen protefna. La mezcla se agits durante 1 min en un agitador Vortex y se
centrifugé en una centrffuga clfnica durante 30 seg. Se tomé una alfcuota de la fase
superior (orgénica) de 0.5-1.0 ml y se colocd en un papel filtro (3.0 x 9.0), se dej6 secar
y se colocé en viales con lfquido de centelleo de Bray (5-Difeniloxazol (PPO) 6.5 g, 1,4-
Bis (5-feniloxazol-2-il)benceno (POPOP) 0.125 g, tolueno 11). La radioactividad se
determiné en un contador de lfquido de centelleo y la actividad se calcul6 con la
siguiente ecuacién:

Actividad Especffica (uwl tvminmg= (cmp probl - emp bl ) x ((vol reaccién/vol
snte) x (vol total fase orgdnica/vol muestra en papel filtro) x (I/Act Especffica **Pi en
el medio) x (V/protefna (mg)) x (1/tiempo de reaccién)].

Estimulacién de la hidrélisis de ATP.
Por Temperatura (60°C).

Es posible liberar a la enzima de la accién de la protefna inhibidera [Adolfsen
y cols., 1975; Feinstein y Moudrianakis, 1984}, incubando la preparacién en presencia
de ATP, en ausencia de magnesio y a una temperatura de 60°C, El resultado de este
proceso es una estimulacién de la actividad de hidrélisis, y representa un criterio que
indica que la baja actividad hidrolitica de la F,-latente se debe a su interaccién con
la protefna inhibidora. El medio de activacién contiene: Tris-acetato 0.05M (pH 8.0),
ATP 0.01M, EDTA 1.3mM y sacarosa 0.25M. Una vez que el medio de reacci6n estuvo
a 60°C, se agreg6 0.02mg/ml del complejo F,F,I (concentracién final). Se tomaron
alfcuotas de 0.24 ml a diferentes tiempos y se colocaron en tubos que contienen 0.01
m! de MgCl; 0.125M (concentracién final 0.005M), la hidrélisis que asf se inicié, se
incubé a 30°C por 10 6 15 min, y se detuve por la adicién de 0.1 ml de dcido
tricloroacético al 30 %. Para cada tiempo de incubacién en el medio de activacién se
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tomé una alfcuota que se afiade directamente a 0.1 m! de dcido tricloroacético. Se
cuantificé la actividad de hidrélisis por medio del método de Fiske-SubbaRow (1925)
o de Lanzeta (1979), segun se requiera de acuerdo a la sensibilidad.

Por aumento de la fuerza iénica.

Para inducir la remocién del IF, por aumento de la fuerza i6nica [Horstman y
Racker, 1970; Pullman y Monroy, 1963): se incub6 a la enzima en 0.1 ml de sacarosa
0.16M, MES-Tris 0.02M (pH 6.8)yla tracién final d da de KCl durante 10
min, Transcurrido el tiempo se agregaron 0.25 ml de medio de reaccién, y, se continué
con el protocolo de Fiske y SubbaRow. (1925).

Recambio ATP-**Pi.

La reacci6n de recambio ATP-*Pi es una reaccién intermedia de la sintesis de
ATP el la cual se utiliza la energfa derivada de la hidrélisis de ATP para incorporar
2pi al ATP frio presente en el medio. El protocolo para cuantificar esta reaccién es
el mismo descrito por de Meis (de Meis y cols., 1983) y se utilizé un protocolo igual
al de la cuantificacién de la hidrélisis del AT*’P, con las siguientes modificaciones: se
agreg6 una alfcuota de *Pi al medio de reaccién y se hicieron extracciones sucesivas
de la fase orgdnica (agregando acetona y acetato de butilo), se colocé en el papel filtro
una alfcuota de la fase acuosa. La actividad de recambio se calculé con la siguiente
ecuacién:

Recambio (amd Prmiome= (cmp probl - cmp bl ) x [(vol r i6én/vol en papel) x
(1/protefna (mg) x (20 nmol Px ( 10 plYepm de lO nl de medio de reaccién) x (1/tiempo).

Electroforesis en geles desnaturalizantes de  poliacrilamida en
presencia de SDS.

La electroforesls en gel se realizé segiin el protocolo de Laemmli (1970), y para
lograr resolver ad te las subunidades de bajo peso molecular se utiliz6 un
gradiente lineal de acrilamida de 23-10%. La tincién se llevé a cabo con azul de
Coomassie G 250 (0.1%), Acido Acético (10%).

Como marcadores de peso molecular se utilizé el kit de BIO-RAD que contiene:
fosforilasa & (116,250), albimina de suero de res (66,200), ovoalbimina (45,000),
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anhidrasa mrbémca (31 000), mhxbldor de trlpsma de soya (21,500) y 113051ma
(14,400). .

Los pesos moleculares del patron de'las bandas, se obtuweron anahzando los o
geles por medio de un'Ultra Gel Scan’(Bromma XL, Sweeden) y se comgweron por .~
medio de una ecuacién exponencial decreciente [Fabiato, 1988] :

Para realizar los geles en dos dimensiones, se corri6 un ge] en una primera
dimensién utilizando el protocolo descrito anteriormente. Después de correr se cortd
un carril conteniendo al complejo F,F,I y se pegé con agaresa a un nuevo gel (segunda
dimensi6én), a un porcentaje de acrilamida de 15 %. La corrida se hace a una corriente
de 30mA a temperatura ambiente; el tiempo de corrida depende del tamaiio del gel.

Inmunodeteccion del IF, en el complejo FF.I  con anticuerpos
policlonales anti-IF,. :

E1 procedimiento consiste en la transferencia de la protefna de la electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, a una membrana de nitrocelulosa por
electroforesis. El papel de nitrocelulosa se immunodecor6 con el antisuero especffico,
y posteriormente con un segundo anticuerpo, el cual se revela por medxo de
peroxidasa o fosfatasa alcalina.

Se corrié un gel de poliacrilamida (23-10 %) (Laemmli, 1970}, con una cantidad
suficiente de protefna (en este caso al rededor de 20-30u de ATPsintasa/ATPasa). Se
corté el papel de nitrocelulosa al tamaiio deseado, y se mojé en el amortiguador de
transferencia (Tris 18g, Glicina 86.4g, Metano! 1,200ml, para 61). A continuacién se
mont6 el emparedado para la transferencia de la siguiente manera: sobre la rejilla se
colocé una espanja mojada con amortiguador de transferencia, sobre ésta, un papel
filtro también mojado con el amortiguador, luego las tiras de gel y finalmente el papel
de nitrocelulosa. Se terminé el emparedado, invirtiendo los pasos antes mencionados,
se cierra la rejilla y se sumerge en la cdmara de transferencia, que previamente fue
llenada con amortiguador de transferencia. El emparedado se coloc en la cdmara de
transferencia de tal manera que el papel esté colocado hacia el dnodo, pues las
protefnas han sido previamente cargadas negativamente. Se transfiri6é durante 4.5
hrs a 0.25 Amperes, a una temperatura de 8°C y con agitacién constante. Una vez
efectuada la transferencia, para verificar la efectividad de la misma, se tifien las tiras
de papel durante 15 min con rojo de Ponceau "S" (0.5%) en 4cido acético (7.5 %) en
agitacién constante, finalmente se lavé con 4dcido acético a la misma concentracién.
Este tratamiento permiti6 observar a la protefna transferida y adherida al papel. Se
bloqueé 1 hr en gelatina al 3 % en agua con agitacién constante. Se incubaron las
tiras en 15 ml de TTBS (TBS: Tris 0.02 M,NaCl 0.5 M; TTBS: 10 mi TBS + 0.05 m!
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de Tween 20), més 40 ul de suero normal de cabra, durante toda la noche. 24 horas
después, se lavd 3 veces cada 5 min con TTBS y se agit6 el papel durante 1 hr en
presencia del anticuerpo contra la protefna deseada, en este caso IF,, en una solucién
de gelatina al 1% en TTBS a una dilucién que dependerd del titulo del anticuerpo
{esta solucién es reutilizable hasta 3 veces). Se lavé 3 veces con TTBS y se procedié
a utilizar los reactivos en el orden descrito por el kit de Vectastain (Vector
laboratories, Inc.) que revela a los anticuerpos por medio de fosfatasa alcalina.

Reconstitucion del complejo ATPsintasa/ATPasa en liposomas, por
elucién-centrifugacion.

Para incorporar al complejo ATPsintasa/ATPasa en liposomas de fosfatidil
colina se utiliz6 1a metodologfa reportada por Garret y Penefsky (1975). El protocolo
consiste en aplicar de 100-150 pg de complejo F,F, o FyF,I a columnas
cromatograficas (1ml) cargadas con sefadex G50 (fine) que han sido previamente
equilibradas con 5m} del amortiguador con el que se equilibré la columna de sefarosa-
HA para la purificacién de cada uno de los complejos, sin detergente y lfpidos (i.e.
Tris-Cl 0.02M (pH 7.5), EDTA 0.002M, para el F,F', o MES-Tris 0.02M, EDTA 0.002M
para el complejo FF,I) y centrifugadas durante 1 min a 7,500 x g a 4°C en una
centrffuga clfnica. Una vez aplicada la enzima a la columna, ésta se recentrifugé a
la misma velocidad y por el mismo tiempo. El filirado se recogié en hielo y se le
determiné la concentracién de protefna y la actmdad de hxdrélns:s de ATP.

El rendimiento de protetna es cercano al 90% y se obtiene una eficiencia de
orientacién muy elevada (ver resultados).

Reconstitucion del IF, en el complejo F,F,.

La reconstitucién con la protefna inhibidora en el complejo ATPsintasa/ATPasa
se realiz6 mediante la incubacién del complejo F;F, en presencia de Mg-ATP. Se
incubé al inhibidor y al complejo FyF, en una relacién 3:1 durante 30 min a 30°C en
un ameortiguador que contiene Sacarosa 0.26M, MOPS 0.002M (pH 6.3), Tris-SO,
0.01M (pH 6.7), MgCl, 0.001M, ATP 0.08M. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién se determiné la actividad de hidrélisis de ATP.
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Micrografias electrénicas de los proteoliposomas.

3.4

Las micrografias electrénicas de los proteolip del
ATPsintasa/ATPasa se llevaron a cabo en un microscopio electrénico Jeol modelo 1200
EXII. Las muestras fueron teiiidas negativamente con Acido fosfotingstico (2 % p/nv,
pH 6.8).
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RESULTADOS

Todos los resultados dos a conti i6n derivan de experimentos que

se realizaron para caracterizar al complejo F,F, latente (F,F,I). Se abord6 esta
caracterizacién realizando las mismas pruebas para el complejo latente y para el
complejo carente de la protefna inhibidora, para poner en evidencia que los
pardmetros obtenidos se deben ni te a la pr ia flsica y funcional de la
protefna inhibidora.

Modificacién de la preparacién de FF,
Los resultados ob anterior te se reslizaron comparando contra el
complejo FoF, reportado por Dreyfus y colaboradores (1984). Este complejo se obtiene
utilizando al detergente laurildimetilamino 6xido (LDAO), pero dado que la
purificacién del complejo F,F, latente se lleva a cabo con el n-Dodecil 3-D maltésido
(LM), 1a comparacién m4s acertada serfa con un complejo activo aislado con el mismo
detergente; ésto debido a los efectos activadores que se han mostrado en la enzima
por la acciéon de! LDAO (Létscher y cols., 1984; Vdzquez-Laslop y Dreyfus , 1986;
Montero-Lomelf y Dreyfus, 1987).

De acuerdo con lo anterior, se procedi6 a aislar al complejo F,F, con la misma
metodologfa reportada por Dreyfus y colaboradores en 1984, inicamente que el LDAO
fue substxtuldo por el LM a una concentracién de 3mg de detergente por mg de
prot traci6n que se utiliza para aislar al complejo latente. El
complejo aislado por esta metodologfa present6 las caracterfsticas que se muestran
en la Tabla 2.

Una vez estandarizada la metodologia por medio de la cual se obtiene al
complejo F,F, con el mismo detergente que se obtiene el complejo latente, se pudieron
llevar a cabo correctamente las comparaciones entre las caracterfsticas cinéticas y
estructurales de ambos complejos.
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¢Existen complejos F.,F, enuna preparacnén de F,,F,I?

Una de las preguntas que surgwron fue, si en la poblacién de enzimas latentes
existen enzimas carentes de IF -y que fuesen las responsables” de la: actividad
manifestada por el complejo F,F\I. La - manera de resolver esta pregunta fue'la
siguiente: dado que las condiciones:de aislamiento de los dos complejos son muy
similares y que bdsicamente s6lo difieren los amortiguadores utilizados'y su pH, se
decidié reconstituir a la protefna inhibidora en el complejo F,F,. De resultar posible
la reconstitucién, se podrfa realizar el mismo ensayo en la preparacién de F;F|I para
asf saturar de IF‘l a las enzimas carentes de éste que pudiesen estar presentes en la
preparacién. Como puede observarse en la Figura 4, a medida que se incrementaba
la concentracién de IF,, la actividad de la enzima sin protefna inhibidora decrecfa.
Dado que se requiere de una alta precisién en estos experimentos, la cuantificacién
de la hidrélisis de ATP, se realiz6 con el método del verde de Malaguita para la
determinacién de fosfato liberado (ver Materiales y Métodos),

La metodologfa de reconstitucién con IF, requiere de la presencia de Mg-ATP
en el medio, este experimento se realiz6 con ‘el complejo activo, pero afecta la
estimacién de los pardmetros cinéticos, por lo cual se reconstituy6 con la protefna’

inhibidora utilizando una concentracién saturante de ésta (relacién 5:1 con respecto

a la preparacién de F,F,). Con este procedimiento se obtiene un comportamiento
“michaeliano” (i.e. una hipérbola rectangular), para el Mg-ATP en la hidrélisis, muy
semejante al descrito para el complejo latente (Figura 6). En la Figura 6 se observa
el regréfico de LineweaverBurk para el efecto de concentraciones crecientes de :
Mg-ATP en la hidrélisis. Las concentraciones del complejo estédn calculadas para que
no exista mds alld de 0.5 mM de Mg? libre. Al realizar la reconstitucién en la
preparacién de FyF I, se observ6 que no hay cambio significativo ni en la V_, ni en
la K, (ver Tabla 1y 2).

Reconstituciéon del complejo F,F,I en liposomas.
Hidrélisis.

Se intenté reconstituir al complejo FyF,I en hposomas por medio del método de
diglisis del detergente, por sonicacién y gelamiento, pero los
resultados siempre fueron negahvos ie. después del tratamiento la actmdad de
hidrélisis se pierde. Por sugerencia de la Dra. Marietta Tuena de G6mez-Puyou, se
filtr6 la enzima por medio del método de elucién-centrifugacién de Garret y Penefsky
(1976). Una vez filtradas las preparaciones por esta metodologia, se determiné la
actividad de hidrélisis para el Mg-ATP y se verificaron algunas de sus propiedades
(Tabla 3). Los proteoliposomas obtenidos por la metodologfa de elucién-centrifugacién
se observaron por medio de tincién negativa en microscopfa electrénica (Figura 7).
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Pardmetros cinéticos para la hldrdhsm del

V,ne=8.33umol/min-mg)

Mg-ATP
Hidrélisis + oligomicina (pmbl/min/mg) 0.6(90-95) -
Hidrslisis + DCCD (umol/min/mg) - 1.2(80-90) "

Hidrélisis + KC! (50mM)

no hay efecto’ 7.1 ;

Efecto del pH en la preincubacién a 60°C

La actividad decrece més
répido a pH 4cido (6.8).

Rendimiento (de profernu inicial)

Reconocimiento de IF, por' anticuerpos

Tabla 2. Caracterfsticas del complejo FoF, aislado por 1a metodologfa de bré&f\xs yfc’éls: i

(1984), 1a solubilizacién se llevé a cabo con

10pg del complejo en 350p! a 30°C y 15 min. [ns niimeros entre pnrénbems senalun el
ibicidn,

porcentaje de‘l

Figura |
(2.5ng/u), en 300u] durante 30 min y 30°C en p
del péptido inhibidor y se cuantlﬁcé el efecto de la reconatltu
‘ATP durante 15 min ¥ a 30°C : :

Hidrdiisis umol/min/mg)

. Los experimentos se realizaron con*

-

4. Reconatitucion: con-IF; del’ complejo’

FF:

Se”incubéal _complejo, nctwor
de

enla hldrfslmg del

“u



Hideisis moliminmg)

&3~ FOF1
0,54 - FOF1l
0 i 2 [] 4
Mg-ATP (mM} .

Figura §. Efecto de diferentes concentraciones de Mg-ATP {1:1], en:la’ actividad
hidrolftica de los complejos FoF, y F,F\I los cuales han reconstituido ‘al:IF,,"Se -
reconstituy$ la protefna inhibidora en los complejos incubando 2.5 ;xg/pl ‘de'complejo |
ATPsintasa/ATPasa en 300p! mds 1.5 mg de IF,, durante 30 min® y a 30“C La

actividad hidrolftica se cuantificé para 15 min de reaccién a 30°C

Q@

-

1Hidrdlisis (umol/min/mg)
»

-a- FOF1

L FOFN

:o . 1‘0

1/Mg-ATi=(mM)

Figura 6. Regrafico de Lmeweaver ‘Burk para‘ el efacto de concentracmnes creclentes :
de Mg-ATP [1:1] en la hidrélisis llevada a cabo por los complejos F,F, latente y activo
reconstituidas con el IF,. En el experimento no existe ms de 0.5 mM de Mg’ libre.

,‘ﬁ~ 'do‘

ur
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Por otra parte, se procedi6é a preparar las partfculas submitocondriales
mediante ruptura de las mitocondrias por cambio de presién en una prensa de
French. Se verificé que el procedimiento para preparar a las psm no afectase la
reconstitucion de los complejos F,F, en los liposomas, y simultdéneamente, se::
realizaron experimentos tendientes a determinar la orientacién de la
ATPsintasa/ATPasa en los liposomas, dado que la poblacién de las . enzimas
reconstituidas puede estar orientada hacia el interior o hacia el exterior de la
vesfcula, de tal suerte que inicamente las enzimas que estén orientadas hacia el
exterior son las que pueden manifestar su actividad de hidrélisis en los liposomas

Complejo Hidrélisis Hidrélisis + | Hidrélisis Hidrélisis +
(Control) Oligomicina | + DCCD KC1 (60mM)
(10pg/mg) (50pM)
FoF, 8.13+0.21 1.2(80-90) 1.2(80-90) ninguno
F.Fy(f) 3.4£0.54 0.3(85-100) { 0.2(85-95) ninguno
FF\I 1.43+0.07 0.2(80-90) 0.2(80-90) 5.0(420)
F.F. (D 0.6:0.07 0.03(90-100) | 0.04(85-100) 2.2(180)

Tabla 3. Cnmcwrfstlcas ubtemdaa después de reconstituir a los complejos FyF, y F,F,I
de

&t

porel

ién de Garret y Penefsky (1975). Todos los datos -

estdn expresados en pmol/min/mg. Los experimentos se realizaron con’ 10pg del
complejo en 350ul a 30°C y 16 min. Los nimeros entre paréntesis muestran el
lejos filtrados. Los datos son promedios de

por aje de inhibicié
experi por cuatrupli
Figura 7. Proteoli

3 )

tituido por. eluci6

F,F
centrifugacién. La preparacién fue fijada y tedida con ﬂcldo fosfotungstico. La barra
indica 2nm,

46



sellados, Para aumentar la eficacia de la reconstitucién, se agregé al medio de
reaccién 1mg/ml de albimina de suero de res {BSA), que a pesar de ser una protefna
soluble, tiene sitios hidrofébicos que secuestran a las moléculas de detergente
excedentes (la albimina es uno de los acarreadores para dcidos grasos en la sangre
[Dempsey, 19843,

Se agregé 0.2 % de Tritén X100 a los protecliposomas para solubilizar la
membrana y cuantificar su efecto sobre la actividad de hidrélisis; por otra parte, se
agreg6é 1M de p-FCCP, para cuntificar el efecto de el Apy. sobre la hidrélisis de ATP
en las enzimas reconstituidas. Los resultados de estos experimentos se muestran en
la Tabla 4.

Recambio ATP-*'Pi.

Una vez que se cont6 con la evidencia de que los liposomas contenfan al
complejo ATPsintasa/ATPasa, se procedi6 a cuantificar la reaccién de recambio ATP-
pj (de Meis y cols. 1983). Esta es una reaccién parcial de la sfntesis de ATP que
depende de que el complejo ATPsintasa haya sido reconstituido en 1a membrana y que
se encuentre en estado funcional en el sentido de la sfntesis, Se realizaron algunas
pruebas para encontrar la mdxima actividad de recambio, como diferentes
concentraciones de fosfato libre y la presencia de BSA. Los resultados obtenidos de
estos experimentos se presentan en la Tabla 5, los experimentos se realizaron con
complejos ATPsintasa obtenidos de partfculas submitocondriales obtenidas por
sonicacién o por cambio de presién.

Se traté de mejorar la velocidad de recambio filtrando una vez més a los
proteoliposomas pero con este tratamiento se pierde alrededor del 70% de la velocidad
de recambio obtenida con la primera filtracién.

Dado que se sabe que el pH 6ptimo para la reaccién de hidrélisis a 30°C es
diferente para el complejo activo y para el latente, se trat6 de modificar el protocolo
de la reaccién de recambio, pero al acidificar el medio de pH 8.0 a 6.8, se plerde
alrededor del 50% de la actividad.

Relacién hidrélisis/recambio.

La relacién hidrélisis/recambio, es un pardmetro que se ha utilizado para
conocer en el complejo F F, aislado y reconstituide en una membrana sellada, cial es
el estado de acoplamiento del sistema; por ejemplo, cudnto ATP se requiere hldrohzar
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para incorporar un fosfato marcado al ADP (pseudosfntesis). Es necesario recordar
que el papel fisiolégico de la ATPsintasa es precisamente sintetizar ATP; dado que
la reaccién de recambio ATP-*?Pi es una reaccién intermediaria de la sfntesis de ATP
¥ que ocurre debido a la energfa proveniente de la hidrélisis del mismo, se puede
incorporar con igual probabilidad fosfato frfo o radioactivo, y por otra parte, sélo se
puede cuantificar el AT*P. Los experimentos para cuantificar la hidrélisis del ATP,
se hacen en las mismas condiciones en que se cuantifica la reaccién de recambio ATP-
2pj, es decir, en presencia de BSA, fosfato y ADP. La unica diferencia en el material
utilizado para cada una de las reacciones es que en la reaccién de recambio se utiliza
2pj y ATP y en la de hidrélisis AT*P y Pi (ver Materiales y Métodos).

Actividad de Hidrdlisis del ATP (imol/minmg)

Condiciones FoF,(s) F.F,I(s) FoF,(f) FF (D
Antes de reconstituir 8.07+0.15 1.50+0.50 8.16£0.12 1.420.15
Reconstituido 3.27+0.98 0.5820.04 4.07£1.15 0.36+0.15
Reconstituido + BSA 2.87+0.79 0.4120.06 3.6510.54 0.27+0.15
(1mg/ml)

Reconstituido + TX100 | 7.6210.35 1.54+0.60 7.012£0.44 1.61+0.43
(0.2%)

Reconstituido + BSA + | 7.73+0.25 1.61x0.70 7.56+0.32 1.45+0.45
TX100

Reconstituido + FCCP | 7.50£0.56 1.7310.46 7.36+0.57 1.6510.35 -
(1pM)

Reconstituido + BSA + | 7.68+0.64 1.66+0.33 7.73+0.58 1.41+0.43

FCCP

Tabla 4. Pruebas de ori

dela ATPsi

21

elucién-centrifugacién, Se cuantificé la hidrélisis del ATP por los complejo FFF, y FF,I

por

aislados de partfculas submitocondriales de Klein [Klein y cols., 1982] o de Mg:ATP

[Lee y Emster 1967] preparadas por ruptura

d (8) o por

bio de

presién con una prensa de French (f). Los experimentos se realizaron con 10pg del
complejo en 3501 & 30°C y 15min. Todos los datos est.(n expresados en pmolmin~mg™.

Los datos son pr di

de experi

por trip
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Efecto de concentraciones crecientes de Mg-ATP en lu relac:én
hidrélisis/recambio.

Complejo FF,I.

La relacién hidrélisis/recambio, se puede estudiar bajo diferentes condxcxoneb,
en este caso en particular se estudié el efecto de la concentracién’ ‘del sus!.rato*
(MgATP). En la Figura 8 se observa como, a medida.que:seé: mcrementa la
concentracién de Mg:ATP [1:1], se modifican tanto la reaccién de hidrélisis’como la
de recambio, hasta que ambas reacciones llegan a una satiiracién; En las Fxguras 9
y 10 se muestran los trazos obtenidos por el tratamiento de Lineweaver Burk para ..
1a hidrélisis y para el recambio respectivamente. Para: Ia reaccién de cambio}'se -
obtiene una lfnea recta cuya interseccién con el eje delas’ ordenadas dé_una V ode’”
17 nmoV/minmg y la extrapolacién de los puntos al eje:
870puM. Los pardmetros cinéticos para la reaccién de hidr:
V ax de 39 nmol/min-mg (Figura 10) .

correspondiente a cada punto, se tiene que)-a medida q;xe aumentala concentracxén
del complejo catién-nucleétido, la relacién hldréhsxs/recamblo, se mantnene constante
alrededor de un valor de 2 (Figura 11). .

Complejo F,F,.

En el caso del complejo que carece de la protefna inhibidora, el efecto-de
concentraciones crecientes de Mg-ATP [1:1] describe también cinéticas michaelianas
tanto para la reaccién de hidr6lisis como para la de recambio, en la Figura 12 se
muestran las curvas descritas para cada una de estas reacciones. Las Figuras 13 y
14 muestran los regréficos de LinecaweaverBurk para la reaccién de hidrélisis y
recambio respectivamente. Los pardmetros cinéticos para la reaccién de hidrélisis son
K =4.6mMyV,_, de 282 nmol/minmg, para la reaccién de recambio K = 1.8 mM y
V,ux de 8.1 nmol/min‘mg.

En cuanto a la relacién hidrélisia’recambio en estas condiciones, se observé

que a medida que se incrementa la concentracién de MgATP, la relacién
hidrélisis/recambio se mantiene constante y alrededor de 20 (Figura 15).
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Adiciones l Recambio (nmol/minmg)

Proteoliposomas H;PO, BSA Control + FCCP | + otigomicna

(mM) | (mg/ml) (1uM) (10pg/mg)

F,F I(s) 2 - 2.5£0.1 0.0 0.02(99)

2 1 4.9£0.2 0.0 0.06(99)

15 . 6.4+0.1 0.0 0.11(98)

15 1 11.010.2 0.0 0.31(97)

FyF(s) 2 - 0.2+0.01 0.0 0.0(100)

2 1 0.7+£0.03 0.0 0.0(100)

15 - -1.820.04 0.01(99) 0.0(100)

15 1 4.1+0.11 |- 0.03(99) 0.0(100)

F Q0 - - g 1.7:0.25 | = 00 0.03(99)

‘ 2 1 3.410.18 0.0 0.07(99)

- 15 S 4.3+0.43 0.0 0.08(98)

16 1 7.0+0.35 0.0 0.01(97)

FF (0 2 - 0.1+0.01 0.0 0.01(99)

2 1 0.4+0.03 0.0 0.02(99)

15 - 1.1£0.15 0.0 0.01(98)

15 1 2.0+0.12 0.0 0.03(97)
Tabla 5. Recambio ATP-"Pj en los proteoli de los lejos FoF; o FoF,I
obtenidos por sonicacién o por cambio de presién. (s)= proveniente de partfculas
bmil driales obtenid. por icacid: 0= pr i de partfculas
bmi driales obtenidas por bio de presién. Los numeros entre paréntesis
indi Y el p taje de inhibicidn, cero es igual a 100%. Los datos son promedios de

exper por qui licad
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realizaron f'ltrando ‘entre 100 y 150 g del complejo por para'r itufrlos
en liposomas; se cuantifics. la reaccién de hidrélisis de"AT™P, o el recambio A’I'P ”Px

'con 50pg ‘del complejo en 600;11 a 30°C y.156min

mmwvxmw [ RET e R
Figura 9. Regrifico de Lineaweaver Burk para el efecta de con:entracmnes creclenben
de Mg-ATP [1:1] en el ucambw Nevado a cabo por el complep FOF,

cientes de Mg: :1) sobre las re cciones de -
hidrélisis -y recambio llevadas'a cubo par. el complejo FOF,I Los’ expenmenws se .
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con 50pg del complejo en GOOpl a30°C y 15mm
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Figura 13, Regréﬁco de Lmeaweaver Burk para el efecto de concentraciones crenenuaa
de MgATP [1:1) en el recambio llevado a cabo por el complejo FyF). :
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Efecto de concentraclones crecientes de Mg" en . la relacldn
hidrélisis/recambio.

Complejo F,F\I.

En estos experimentos se cuantificaron las reacclones de hldr611818 y recambio.
en presencxa de concentracxones crccxentcs de MgC],, a una concentracldn fijade’ ATP

los pardmetros cinéticos para el
una K."de 551" mMyuna V

relacién’de’5:(40/8) ‘a una’ concentrncxﬁn de:1mM; MgC e
rdpidamente hasta Ilegar a’ una relacuﬁn e 0.9 (16/18) ulrededor de TmM’ de MgCl ¢
(Flgura 17) Ry

Complejo F(F,.

Al aumentar la concentracién de MgCl el re -de’ ATP-?Pi aumenta'-j
gradualmente, hasta llegar a una saturacitn a una concentraclén ‘de’10mM de MgCl
(Figura 18). Se calcularon los pardmetros cinéticos para el recambio ATP- 2Px en estas
condiciones y se obtuvo una K de 248 mM y una V_,, de 8.4 nmolmm mg "

La reaccién de hidrélisis, a medida que se incrementa la concentracnén de i
magnesio, se acelera hasta llegar a un m&ximo que se encuentra a una concentracién: -
de 0.5mM de MgCl,. A concentraciones mayores, la actividad de la enzima decrece; :
hasta que a una concentracién de 10mM del catién, la actividad remanente es de B
alrededor del 15% de la actividad médxima (Figura 18). e .

La relacién hidrélisis recambio obtenida por este tratamiento, describe un"~ -

comportamiento semejante al descrito por la hidrélisis, es decir, tiene un pico mdximo
a una concentracién cercana a 0.5mM. Este pico desaparece rdpidamente hasta que
a 10mM de MgCl, el cociente es 0.41 (Figura 19).
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‘de MgCl, sobre las reacciones de
-hidrélisis y recumbxo Ilevadas a'cabo por el ‘complejo F,F,ISe ealeulé Ia concentracién
de Mg* libre por medio de'un programa de cémputo (Fablav.o. 1988): Los experimentos

00,'y.%150 “pg:’del “complejo i por ; columna para
reconstitufrlos en’ liposomas;:se cuanu’ﬁcd_la reaccién de hidrélisis de ATSP ° el
recamblo ATP-"Pi con 50pg del compleJo en 600ul a'30°C.y 15min. e

Hidrdlisis/Recambio - L

USRS .
gt
“Figura 17, Relacién hldrdhsls/recnmblo pnm el efe:w de concentraciones crecnentes de
MgCl; en el complejo P,,F,l ;
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. se’ realizaron’ filtrando’ entre:100., [
reconstitufrlos en’ liposomas; ‘se cuantificé la reaccién”de hidrélisis
recambio ATP-"’Pi con 50ng del compléjo en 600ul a 30°C y 15mi

Figura 19, Relacion hidrélisis/recambi
MgClyen el complejo FoF,.:

oel .

, para el efecto de concentraciones crecientes de :
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Efecto de concentraciones creclentes de ADP en la hidrélisis y el
recambia,

En estos experimentos se observé el’ efecto del incremento de la concentracién
de ADP en el medic de reaccién para ‘cuantificar las ‘reacciones de hidrélisis y
T bio. Se fijé la tracién de ATP en 2mM y la de MgCl, en 4mM, el exceso
de catién se pensé en relacién a que debe acomylejarse tanto con el ADP como con el
ATP, .

Recambio.

El incremento de la concentracnﬁn ‘de ADP, en ién de recambm de A’I‘P-
¥pj para ambos complejos describe 1 una ‘cinética michaeliana (l"xgura 20);al realizar
el tratamiento de LinewesverBurk; se tlenen los siguientes. parémetroa cinélicos:
para el complejo FoF, una K de 2.0mM y’'una Vi de:10.4nmol/minmg 'y, para cl
complejo FoF\J una K, de 710pM y'una V de 22 3 nmol/min-mg (Fxgura 21)

Ld

. -W-FOF -1
B rort

Racombio{nmos/min/mn)

PSRN 1
[AD!’}(mM) i

hg'ura 20, Efecf.o de concentraciones crecxenuss de ADP aobre la reacmﬁn de recambio
levada a cabe por las complejn FoFy y FyFyl. Los expenmenMs se. reahzaron fi htando -
" entre 100 y:150 pg del jo por.col para’
cuantifics ‘ 1a’ reaccién de hidrélisis de A'l“"P o el recambio’ A'I‘P-"Pl con 50pg del
‘ comple;o en GDOpl a 30"Cy 15mm R
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Figura 21. Regréfico de Lineweaver-Burk para el efecto de concentrncmnes creuenmn
de ADP en el recambio ATP-"?Pj llevado a cabo por los complejos F,,F, y FFL: y

Hidrdlisis.

En cuanto a la hidrélisis del Mg-AT**P, a medida que aumenté la concentracién
de ADP la velocidad de la reaccién decrece. Para el complejo FF,, hay una pérdida
de actividad mds rdpida que para el complejo FoF\I. A 1a concentracién de 5.0mM de
ADP (que fue la mayor utilizada), el complejo activo ha perdido el 93% de la actividad
inicial y el complejo latente un 81% (figura 22).

En cuanto a la relacién hidrélisis/recambio en estas condiciones (Figura 23), se
encontré para el complejo F F,, 1a relacién decrece a partir de 58 a una concentracién
de 0.5 mM de ADP, hasta 1.7 a 5§ mM del compuesto. Para el complejo F,F\I el
comportamiento es similar, unicamente que el pico mdximo lo tiene a una
concentracién de 0.5 mM y la relacién es de 8.1 y a 5mM de ADP la relacién es de
1.3. Se calculé la K; aparente para el efecto de las concentr crecientes de ADP
y se encontr6 un valor de 2.7 y 2.9 mM para el complejo activo y latente
respectivamente.
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" Figura 22. Efecto de concentraciones crecientes de ADP sobre la reaccién de hidrélisis
de AT™P llevada a cabo por los complejo F,F, y FyF,1. Los experimentos se realizaron
filtrando entre 100 y 150 pg del plejo por para frlos en
liposomas; se cuantificé 1a reaccién de hidrélisis de ATP o el recambio ATP-"Pi con
60pg del complejo en 600ul a 30°C y 15min.
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Figura 23, Relacién hidrélisish bio para el efecto de concentraciones crecientes de

ADP en los complejos F,F, latente y activo,
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Caracterizacién de la composicién polipeptidica

Para determinar la composicién polipeptidica de los complejos de la
ATPsintasa, se efectuaron electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
en un gradiente del 10 al 23% en presencia de SDS.

Los pesos moleculares de los polipéptidos que componen a la preparacién se
obtuvieron por medio del barrido densitométrico, utilizando el programa Ultra Gel
Scan, y fueron corregidos usando una ecuacién para una funcién exponencial
decreciente [Fabiato, 1988], ya que la electroforesis se llevé a cabo en un gradiente
de acrilamida. La preparacién estd compuesta de alrededor de 18 bandas, a las que
se les asignaron los penos moleculares mostrados en la Tabla 6.

Paralelamente se realizaron electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida en presencia de SDS en doble dimensién. Como se muestra en la
Figura 24, no existen bandas de pesos moleculares sobrepuestos en la preparacién de
F.F,

Figura 24. Electroforesis en gel desnaturalizante el presencia de SDS en segunda
dimenasién para el complejo FoF,I. Se corrié al complejo en un gel de gradiente lineal
de acnlum:da de 23 -10% (primera dimensién) y después en un gel al 15% de

acri ( i6n) y se tifé con azul de C ie. Los pesos mol
de las bandas se encuentran en la Tabla 6. Las flechas indican al IF,.
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Inmunodeteccién del IF,.

Se verific6 la presencia fisica de la protefna inhibidora en el complejo F,F\Ipor
medio de anticuerpos policlonales contra este polipéptido, amablemente donados por

el Bidlogo Ernesto Maldonado y haciendo uso de la técnica de 1mmunotransferencxa B

tipo Western. En la preparacién F,F,, no se encuentra. presenbe ‘la " protefna
inhibidora, por el contrario, en el complejo latente existe una banda’ que corresponde
a la presencia del péptido inhibidor en la preparacién (Figura 24) :

. Subunidad

Banda Peso molecular

85,090
69,800
- 54,567

i J Fpoo L Cuello - ‘

o
B
g ‘
. 0SCP
Cnge e -
g )
‘ 8
B . Fy
eAGLY L
S IR0

7Tabla 6 Pesos molecu]nres aslgnados a Ins ofn Vp”

Aen]a‘. ‘Vde;,,'

FoF,L. La electroforesis en gel de pohacnlamlda se hizo siguiendo la técnica de Laemli -
(1970), en un gradiente del 10-23%; con 5pg de protefna; El gel fue teido con azul de
coomasme Los pesos mo]ecularea se ca]culnron con “el Ultro- el Scan y corregidos con

= creatina
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Figura 25. lnm\modewccldn de IF, en el complejo ATPsintasa/ATPasa. Se muestra un

de de los lejos F,F, y F,F,I de 5 (carriles 1 y 3), 10
(carriles 4 y 5) y 20 pg {carriles 7 y 8); la concentracién de IF, es de 1 (carril 2) y 2 pg
(carril 6).
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DISCUSION.

La ATPsintasa/ATPasa es una enzima compleja tanto funcional como
estructuralmente. Esta complejidad ha hecho que la inmensa mayorfa de los estudios
que se han hecho en esta enzima se hayan realizado con cada uno de sus
componentes por separado (F, o F,), o bien con la enzima en partfculas
submitocondriales, una pequefia parte de estos estudios se ha desarroilado en el
complejo F,F, aislado de la membrana interna mitocondrial y un mimero muy
pequeiio con el plejo F,I. El desarrollo de una metodologfa que permita obtener
a un complejo aislado de la membrana que posea caracterfsticas fisicas y funcionales
muy parecidas a las que presenta el complejo in vivo e in situ, generard informaci6n
relevante acerca de la composicién y el mecanismo funcional de la enzima. Muy
probablemente los reportes de complejos F,F, aislados y purificados repr ten una
posibilidad para generar esta informacién.

En el laboratorio se desarrollé una metodologfa Qque permite aislar un complejo
ATPsintasa/ATPasa que posee presumiblemente las caracterfsticas fisicas y
funcionales del complejo nativo [Vdzquez-Contreras, 1992). La finalidad del trabajo
aquf reportado es precisamente aportar datos sobre la regulacién de la
ATPsintasa/ATPasa por el péptido inhibidor, en un sistema aislado. Para tal efecto
fue necesario comparar los resultados obtenidos con un complejo carente del IF,. Las
comparaciones que se realizaron anteriormente fueron contra un complejo carente de
IF, [Dreyfus y cols., 1984], pero aislado con un detergente diferente al que se utiliza
para aislar al complejo F,F,I de la membrana interna mitocondrial, que puede tener,
bajo ciertas condiciones, efectos activadores sobre la hidrélisis del ATP [Lotscher y
cols., 1984; Vdzquez-Laslop y Dreyfus, 1986; Montero-Lomelf y Dreyfus 1987). Debido
a lo anterior se procedié a modificar esta metodologfa para obtener un complejo
activo, aislado con el mismo detergente que el complejo latente (i.e. LM). Esta
modificacién llevé a obtener al plejo activo d do, y se obtuvo con una velocidad
de hidrélisis mayor que la que presenta el complejo aislado con LDAQ, este hecho
facilité las comparaciones con el complejo latente. De hecho se ha reportado que la
utilizacién de detergentes alquil maltésidos ayuda a obtener mejores actividades
enzimdticas, y que con el lauril maltésido se estd cercano al éptimo tomando en
cuenta la longitud de su cadena alquilo [Ijungdahl y cols., 1987].

El complejo activo utilizado para las comparaciones con el complejo F,F\I es
capaz de ser reconstituido con el péptido inhibidor, por el método tradicional
(incubando con el ATP) o incubando con una concentracién elevada de IF,; en este
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trabajo se reporta unicamente la metodologfa en la cual se reconstituye al inhibidor
en la enzima utilizando altas concentraciones de IF,. La actividad remanente que se
obtiene después de realizar la reconstitucién con el IF,, es muy parecida a la que se
presenta en el complejo latente, con estos datos se puede pensar que seguramente la
actividad del F,F\I es representativa de la poblacién de enzimas controladas por el
IF,. Para verificar la autenticidad de estos resultados, se procedié a incubar al
complejo latente con altas concentraciones de IF,. Los resultados obtenidos fueron los
mismos; i.e. la preparacién no estd contaminada con complejos carentes del péptido
regulador. Por otra parte, los pardmetros cinéticos para la hidrélisis del ATP por el
complejo activo en el cual se ha reconstituido al IF, no varfan significativamente con
respecto al complejo latente, lo que indica que efectivamente los dates obtenidos
anteriormente (la afinidad por el Mg-ATP es igual para ambos complejos, y la
diferencia radica en la magnitud de la V,,, (Vézquez-Contreras y cols., 1995)), son
representativos para el complejo activo modificado para este trabajo (Tabla 7).

Un problema que venfa deteniendo la caracterizacién del complejo latente era
su reconstitucién en liposomas, por alguna razén desconocida, no fue posible
incorporar en membranas lipfdicas a ninguno de los complejos (activo y latente) por
diversas técnicas de reconstitucién. Finalmente se ide6 una metodologfa por medio
de la cual se puede reconstituir al complejo ATPsintasa/ATPasa en vesfculas lipfdicas
selladas. Esta metodologia consiste en una modificacién del metodo de elucién-
centrifugacién reportado por Garret y Penefsky (1975). Una vez que se aseguré que
los complejos se reconstituian, se procedi6 a estudiar las caracterfsticas de los
complejos reconstituidos. Se encontré que al igual que con otras metodologfas se
reduce la velocidad de hidrélisis después de la reconstitucién, la sensibilidad a los
inhibidores cldsicos de las enzimas tipo F, se conserva después del tratamiento y de
manera muy importante después del tratamiento, la enzima latente no pierde
ninguna de sus propiedades {i.e. conserva fisica y funcionalmente al IF,).

En la mayorfa de las metodologfas para reincorporar enzimas membranales a
ambientes lipfdicos, la proporcién de orientacién de éstas queda alrededor de 50:50%.
Se realizaron pruebas para conocer la orientacién de las enzimas después de haberse
reconstituido por elucién-centrifugacién. Para verificar el efecto de la membrana en
la disminucién de la actividad de hidrélisis después de la reconstitucién, se agregé un
detergente para resolubilizar a las enzimas; con este tratamiento se recupera
alrededor del 100 % de la actividad de la enzima antes de la reconstitucién; este
resultado indica que después de la resolubilizacién, todas las enzimas estén
nuevamente en contacto con el sustrato, se agregé un desacoplante para saber si los
proteoliposomas estaban sellados y conocer la participacién del gradiente de protones
generado por la enzima debido a la hidrélisis del ATP en la disminucién de esta
actividad. Al agregar al desacoplante se recuperé alrededor del 100 % de la actividad
de la enzima antes de reconstituirla; este resultado indica que la orientacién de las
enzimas en los liposomas es precisamente hacia afuera; i.e. hacia el sustrato, y que,
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la disminucién de la actividad hidrolftica s6lo se debe al freno impuesto por la

membrana y por el gradiente de protones. Esta caracterfstica hace que los resultados

de los experimentos llevados a cabo gracias a esta metodologfa, sean mucho mds

confiables, pues se tiene a la mayorfa de las enzimas reconstituidas en una

orientaci6n tal que quedan en posibilidades de llevar a cabo la reaccién requerida y
demds los proteolip resultantes estdn sellados.

Una vez reconstituido el complejo ATPsintasa/ATPasa activo o latente, se
procedi6 a estudiar la reaccién de recambio ATP-?Pi, que como se ha mencionado
anteriormente, puede llevarse a cabo gracias a 1a energfa derivada de la hidrélisis del
ATP y con la cual se pseudosintetizan moléculas del ATP marcadas radioactivamente.
La reacci6n se cuantificé bajo las mismas condiciones que en el trabajo reportado por
Dreyfus (1985), en lo que respecta a la tracién de Pi en el medio (2mM), y se
y se obtuvo una velocidad de recambio muy baja (2.5 y 2 nmol/min/mg complejo
latente y activo respectivamente); buscando mejorar esta velocidad, se agregé al
medio de reaccién albimina de suero de res (1 mg/ml), y se increments la
concentracién de Pi hasta 15 mM. Con estas modificaciones, la velocidad de recambio
se incrementd para ambos complejos (11 y 4.1 nmol/min/mg complejo latente y activo
respectivamente). La explicacién de la presencia de la albimina en el medio de
reaccién es que a pesar de ser una protefna soluble, tiene sitios hidrofébicos que
secuestran a las moléculas de detergente excedentes en el medio (la albimina es uno
de los acarreadores para dcidos grasos en la sangre [Dempsey, 1984)), y que actia
como desacoplante; es por ello que al agregar esta protefna la velocidad de recambio
se incrementa, pues los liposomas quedan mejor sellados. Por otra parte, se ha
mostrado en la literatura que la reaccién de recambio es sensible a la concentracién
de fosfato del medio (de Meis y cols., 1983; Dreyfus, 1985], en este caso se observé que
a una concentracién de 15 mM (mdxima explorada), la reaccién tiene su mayor
expresién, es decir, la enzima parece tener una baja afinidad por el fosfato.

Uno de los puntos estudiados gracias a la reconstitucién de la enzima en
liposomas, son las relaciones hidrélisis/recambio, que como se mencion6
anteriormente, reflejan la eficacia de!l sistema aislado, dejando ver cudnto ATP se
sintetiza por cudnto se hidroliza, y dan una idea del balance del sentido de la reaccién
y la conservacién de la energfa. Si el sistema estd muy acoplado, la relacién deberd
estar cercana a uno, es decir un ATP hidrolizado por cada uno sintetizado. Para
realizar estos experimentos es necesario cuantificar a la hidrélisis del ATP en las
mismas condiciones en las que se cuantifica el recambio, en este caso en presencia de
BSA, Pi y ADP y utilizando AT"P o ¥Pi segtin sea la reaccién cuantificada (hidrélisis
y recambio regpectivamente).

El primer pardmetro a cuantificar fue el efecto de concentraciones crecientes

de Mg-ATP. Se encontré que tanto para el complejo latente como para el activo,
ambas reacciones, hidrélisis y recambio presentan una curva michaeliana, lo que
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quiere decir que tienen una saturacién por el sustrato. Debemos recordar que la
reaccién de recambio depende de la energfa derivada de la hidrélisis del Mg-ATP, por
lo tanto el Mg:ATP es uno de los sustratos del recambio. Al cuantificar la hidrélisis
del Mg-ATP en concentraciones crecientes del mismo por el complejo
ATPsintasa/ATPasa sin reconstituir, en presencia o ausencia del péptido regulador,
se obtiene la misma K, pero diferente V,,,, (Tabla 7), lo que indicarfa que la protefna
inhibidora s6lo disminuye el nimero de recambio sin modificar la afinidad por el
Mg-ATP. Con la enzima reconstituida en liposomas, se obtienen diferentes V_,, (Tabla
7), esto seguramente se debe a la presencia del ADP en el medio, que es un inhibidor
de la reaccion de hidrélisis. En cuanto a la reaccién de recambio, como era de
esperarse por los resultados de las pruebas de reconstitucién, se obtuvo una V_,, del
doble y una K, de la mitad para el complejo latente con respecto al activo (Tabla 7).
De alguna manera la presencia de la protefna inhibidora hace que la enzima se
incline hacia la sfntesis del ATP. Al realizar el cociente de hidrélisis sobre recambio,
para ambos complejos se obtiene en el caso del complejo latente, en condiciones
6ptimas que la relacién es de 2, y para el activo de 20, lo cual quiere decir que la
presencia del péptido regulador hace que el complejo esté mejor acoplado para llevar
a cabo las reaccién de sintesis que de hidrélisis.

En cuanto a las reacciones de hidrélisis y recambio a concentraciones crecientes
de Mg*, se encontré que tanto la reaccién de recambio, como la de hidrélisis tienen
cualitativamente el mismo comportamiento en ambos complejos i.e. la hidrélisis se va
inhibiendo conforme aumenta la concentracién del catién y el recambio se activa
hasta llegar a una saturacién. El efecto inhibitorio del catién solo se manifiesta en la
reaccién de hidrélisis y se ha propuesto por diversos autores que es posible que en la
enzima exista un sitio para magnesio [e.g. Feinstein y Moudrianakis, 1984]: De hecho
existen posibilidades extras para explicar este efecto, por ejemplo, el ADP resultante
de la hidrélisis del ATP que también es un inhibidor de esta reaccién puede actiia de
manera individual o acomplejado con el magnesio libre para inhibir la reaccién, en
esta posibilidad se observaria un efecto global de inhibicién debido a dos factores el
magnesio libre y el ADP (o el Mg-ADP); otra posibilidad es que el magnesio afecte en
forma tal a la enzima, que la reaccién parcial modificada sea la salida de los
productos de la catdlisis (ADP y Pi). Para entender el efecto del magnesio en la
reaccién de hidrélisis se necesita de un andlisis mds fino de su efecto inhibidor. Por
el contrario, para la reaccién de recambio no se hace patente el efecto inhibitorio
porque seguramente se acompleja con los lfpidos de los proteoliposomas y no afecta
1a reacci6n. Estos resultados, estdn de acuerdo con lo reportado para el complejo FF,
de Dreyfus y cols. (1984), en estas condiciones se favorece el recambio y la relaci6n
es menor de 1, relaciones que son las mas bajas reportadas hasta el momento, De
hecho se sabe que la accibn de quelar a este cati6bn estd asociada con la
despolimerizacién de la enzima y por tanto la completa pérdida de actividad
catalftica. Es muy probable que la estructura cuaternaria intacta de la requiera de
Mg?* como un elemento estabilizador [Senior, 1979).
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Parametros cinéticos de F,F, y F,F,

Hidrélisis de Mg-ATP

ATP-Mg F.F,
K, 140pM

Voo 8.33umolmin’'mg*
Reconstitucién en liposomas

Hidr6lisis de Mg-ATP

ATP-Mg

K, 4.6mM :

Ve 282nmolmin’mg?!

Hidrélisis de Mg-ATP o

ADP

K, { 2.7mM -

Recambio ATP-Pi ’

ATP-Mg

K. 1.8mM - EN

Vo 8.1nmolmin’mg’! 17nmolmm mg’.

Recambio ATP-**Pi :

ADP

K, 2.0mM 0.71mM -,

Vioa 10.4nmolmin’ mg‘ 122, Snmolmm mg

Recambio ATP-*?Pj ) )

Mgoﬁ

K, 248mM  S.4nmolmin’ | 5.51mM

Ve 'mg* 42nmolmin’mg*!
Tabla 7. Pard iné de los complejos active (FyF) y latente (FoF\1), obtenidea
antes y después de irlos en lip por elucié rifugacién, Se
unr de los ltados obtenid

Al realizar el cociente hidrélisis/recambio en presencia de concentraciones
crecientes de magnesio, se obtiene que para ambos complejos se obtiene un pico
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méximo, que refleja el efecto inhibitorio del catién sobre la enzima en la reaccidn de
hidrélisis. Para el complejo latente este pico es de mucho menor magnitud que para
el complejo activo, lo que sefiala que en presencia del péptido regulador, la enzima
estd mds acoplada, para llevar a cabo las reacciones de sintesis que de hidrélisis.

. En cuanto al efecto de las concentraciones crecientes de ADP, se encontré el
dato més sobresaliente de las relaciones hidr6lisis/recambio. Como es sabido el ADP
es un inhibidor de la hidrélisis del ATP, por ello a concentraciones crecientes de este
compuesto la reaccién de hidrélisis se ve inhibida tanto para el complejo latente como
para el complejo activo, esta conducta es semejante a la del Mg-ATP en el recambio.
El dato sobresaliente se refiere a la reaccién de recambio, se encontré que en
concentraciones crecientes del compuesto, tanto el complejo latente, como el activo
presentan cinéticas de saturacién. Debemos recordar que mientras el ADP es un
producto inhibidor de la reaccién de hidrélisis, es un sustrato de la reaccién de
recambio (pseudosintesis) y de la sfntesis. La diferencia en V,_,,, era un dato esperado,
pues ya se habfa evidenciado que el complejo que contiene al péptido regulador, tiene
siempre mayor velocidad de recambio (y menor de hidr6lisis [Vdzquez-Contreras y
cols., 1995)); lo que resulta muy intercsante es la diferencia tan marcada en las K,
por este sustrato, de hecho la afinidad por el ADP para el complejo latente es un
tercio de la que presenta el complejo activo (Tabla 7). Al calcular la relacién
hidrélisis/recambio en estas condiciones, se encontré que a medida que se incrementa
la concentracién de ADP, para ambos complejos, hay una disminucién'de la relacién,
y la diferencia se encuentra en la magnitud del cociente para el comple;o ]atente y :
activo. :

Una de las teorfas para la funcién general de.la protel’navmhxbldora en el e
complejo ATPsintasa/ATPasa, propone que dado que el papel ﬁsxoldg-‘co del IF, es-:~
ayudar a conservar la poza de ATP generado:por la cadena:d transporte de
electrones fotosintética o respiratoria, una de las funciones especfﬁ s'del’ pépt.ldoj‘
inhibidor es retardar la salida del ADP de la F,, lo cual inhibe la’hidrélisis por que’-
se evita que los sitios catalfticos de la enzima se llenen con’ eI ATP. ’I‘uena Y cols., o
1983 y 1986). En otras palabras, el IF, retarda la velocidad col
reacci6n de hidrélisis del ATP via el retardo de la salida wde uno

eficazmente. Hay que recordar que la reaccién de recamblo AT: 2Px se onsldera una”
reaccién parcial de la sfntesis del ATP, ya que consiste de todos’los pasos de’ esta
reaccién, incluyendo los pasos en direccién de la’ hidrélisis (ver Ecuacién’1); el paso
limitante de la-reaccién de sfntesis es precisamente la liberacién’del ’ADP. En' los
resultados observados al trabajar con el complejo F F,I; sdlo 1a’ reaccxdn de h1drdhsxs
es sensible a'la acmdn mhxbntona causada por el IF.:

T Es® muy probable que en prgst_zncxa de la prqt;efna in_hibidoi'a, el cémplejo
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ATPsintasa/ATPasa pueda catalizar mds eficazmente la reaccién de sfntesis, si la
preparacién con la que se trabaj6 para este reporte es fisica y funcionalmente
parecida a la enzima nativa, y ésta se comporta de manera semejante en este sistema
como lo hace in situ, entonces es posible que el IF, no solo juegue un papel inhibidor
de la hxdrdhsm, sino que de alguna manera ayude a la enzima a adoptar las
confor rias para realizar la funcién fisiol6gica principal de la enzima,
la sfntesis del ATP.

La funci6n del IF, es todavfa controvertida; algunos grupos han encontrado que
bajo ciertas condiciones y en partfculas submitocondriales el IF, es un inhibidor
bidireccional i.e. que inhibe tanto sfntesis como hidrélisis {Harris, 1978; Harris y cols.,
1979; Tuena y cols., 1983; Beltrdn y cols. 1986}, y otros que proponen que el IF,
claramente s6lo inhibe a la hidrélisis del ATP cuando se induce vfa gradientes de pH
artiﬁciales [Schwerzmann y Pedersen, 1981; Husain y Harris, 1983]. De hecho se ha

to que es probable que la sintesis y la hidrélisis del ATP en el compIeJo
ATPsmtasa/A’l'Pasa se lleven a cabo en diferentes lugares de la enzima
{Schwerzmann y Pedersen, 1986; Tuena y cols., 1988). Con los resultados obtenidos
en este trabajo, no se pueden resolver estas discrepancias con exactitud, pero los
datos obtenidos por los experimentos realizados en este reporte sugieren que la
funcién del IF, es regular la velocidad de hidrélisis y hacer mds eficaz a la
pseudosfntesis (incrementar la V,,., y disminuir la K ), en comparacién con un
complejo carente de regulacién por el péptido inhibidor.

Finalmente y en busca de la composicién polipeptfdica real de los componentes
del complejo F,F,, se realizaron pruebas para evidenciar la composicién del complejo
latente, como geles desnaturalizantes en gradientes lineales de acrilamida y en dobles
dimensiones. La preparaci6n se obtiene con 18 bandas teiiidas con azul de Comassie,
dentro de las cuales se encuentran 14 que seguramente forman parte del complejo
ATPsintasa/ATPasa.; Dentro de las cuatro restantes, por homologfa y peso con la
banda reportada por el grupo de Walker [Lutter y cols., 1993] se le asign6 a la banda
#.5 la'identidad ‘de creatina cinasa [Vézquez-Contreras y cols.;¥1995].- En general la
preparacién de ATPsintasa/ATPasa (F,F,I [Vdzquez-Contreras y cols:, 1995]) tiene un
perfil electroforético semejante al reportado por diversos autores [{Galante y cols.,
1979; Dreyfus y cols., 1984; Laird y cols.; 1986; Walker y cols., 1991].-De los complejos
FF, reportados en la literatura, dnicamente el complejo reportado por Walker y
colaboradores (1991) contiene al inhibidor endégeno, Un hecho importante en cuanto
a la composicién polipeptidica de la preparacién FyF,] es que no contiene al
acarreador de adenin nucleé6tidos, como lo hace el complejo reportado por Serrano y
colaboradores (1977). Este hecho es importante pues la presencia de esta protefna en
la preparacién dificulta muche la incorporacién de la ATPsintasa/ATPasa en
liposomas de lfpidos isoeléctricos como la fosfatidilcolina [Dabbeni-Sala y cols:, 1981
y 1989], Actualmente se hacen grandes esfuerzos por diversos grupos de investigacién
para establecer la composicién polipeptfdica del complejo FoF', ATPsintasa/ATPasa.
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CONCLUSIONES

Se mejoraron algunos aspectos de la preparacién de FoF', reportada por Dreyfus
y colaboradores (1984), gracias al cambio del detergente LDAO por el LM. Este
proceso permiti6 una comparacién eficiente de las propiedades del los complejos
latente y activo.

Encontramos las condici ias para r ltull‘ al péptxdo inhibidor
en el complejo activo (F,F,). Esta preparacién es cinéti jante al complejo
latente y, a partir de estos resultados se dedujo que la poblacxén de enzimas en la
preparacién del FF,I no estd contaminada con enzimas carentes de regulacién por

el IF,.

Desarrollamos una metodologfa para reconstituir al complejo
ATPsintasa/ATPasa en liposomas sellados de fosfatidilcolina mediante la modificacién
del protocolo de elucién-centrifugacién reportado por Garret y Penefsky (1975).

Las enzimas reconstituidas se orientan preferentemente en direccién al
sustrato (por fuera del liposoma).

En cuanto al recambio ATP-*’Pi, se encontré que la reaccién depende de la
concentracién de fosfato fri6 en el medio y que la presencia de BSA permite un mejor
acoplamiento en los proteoliposomas,

A diferencia de lo que sucede para los plejos sin r tituir para el efecto
de t crecientes de Mg-ATP, hay una variacién en la K, para la
hidrélisis en los complejos reconstituidos. En cuanto al recambio se obtuvo una V_,
del doble y una K, de la mitad para el complejo latente con respecto al activo. ia
relacién hidrélisis/recambio en estas condiciones, se mantiene al rededor de dos para
el complejo latente y de 20 para el complejo activo.

La relacién hidrélisis/recambio en pr ia de raciones crecientes de
Mg* describe un pico mdximo a una concentracién de 1mM para el complejo latente
y de 0.5 mM para el activo.

En presencia de concentraciones crecientes de ADP la hidrélisis del ATP
llevada a cabo por ambos complejos es inhibida hasta cerca del 90%. La reaccién de
recambio en estas mismas condiciones describe una cinética de saturacién, cuya K,
para el complejo latente, es un tercio que la que describe el complejo activo.
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En cuanto a la composicién polipeptfdica del complejo se supone, por homologfa
con la preparacién del F, reportada por el grupo de Walker [Lutter y cols.; 1993], que
“existe la copurificacién de la creatina cinasa.
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PERSPECTIVAS

Las perspectivas del trabajo se pueden enmarcar dentro de diversos grupos a
saberse. Uno de estos se refiere a la caracterizacién del intercambio de nucleétidos
en el complejo ATPgintasa/ATPasa en presencia o ausencia del péptido regulador, no
existen datos en la literatura acerca de la regulacién de este evento mediada por la
presencia de la protefna inhibidora en un complejo FyF, aislado. Utilizando el sistema
de luciferfn-luciferasa, se puede conocer los eventos que suceden en el intercambio de
nucledtidos en el complejo latente y compararse con el activo.

Dado que el complejo activo puede reconstituir al péptido regulador, es de
interés el conocer c6mo varfan las reacciones de hidrélisis y recambio en este sistema
reconstituido en liposomas. Existen reportes de que la enzima no funciona igual si
contiene o no a! péptido inhibidor o si se le ha reconstituido, pero estos datos se
llevaron a cabo en un sistema de particulas submitocondriales. Estos resultados
pueden ser diferentes en el complejo ATPsintasa/ATPasa aislado y reconstituido en
partfculas lipfdicas. De hecho no se sabe si el complejo activo reconstituye al IF, una
vez que ha sido reconstituido en liposomas. Se pueden hacer pruebas con agentes
entrecruzadores de diferentes longitudes y cuantificar que sucede con la proteina
inhibidora, hacia donde se mueve en condiciones de hidrélisis o de recambio y aportar
datos que despejen la duda de si este péptido se mueve de lugar en la F, o abandona
a la enzima cuando est4d catalizando.

Se ha propuesto que el inhibidor natural de la F, se une selectivamente a un
carboxilo terminal de una de las subunidades B, lo que soporta la idea de que la
enzima tiene una asimetrfa funcional. Es posible sondear este hecho exponiendo a la
enzima al compuesto DCCD marcado radioactivamente y cuantificar la existencia de
carboxilos expuestos en presencia o ausencia de la protefna inhibidora y posiblemente,
se encuentre que en el complejo activo, la cantidad de estos grupos expuestos sea
mayor que en el complejo latente. Se puede agregar a esta idea el hecho de tener a
la enzima en condiciones de hidrélisis y/o de recambio para verificar la exposicién de
los carboxilos.

Una posibilidad bastante fructifera es trabajar con el sistema de reconstitucién
con otras enzimas y probar que tan eficiente es cuando se usan otras protefnas
diferentes al complejo ATPsintasa/ATPasa. Una vez que este proceso se haya
verificado y de resultar satisfactorio, tratar de hacer una reconstitucién heteréloga
con alguna bomba de protones y cuantificar directamente la sfntesis de ATP llevada
a cabo por el complejo F,F, en presencia o no del IF,, pues tampoco se tienen reportes
de un hecho como este en un sistema aislado.
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Con técnicas de fluorescencia se puede cuantificar la estequiometria de
protones bombeados por la enzima comparando estos datos para la enzima que posee
yla que carece de regulacién del péptido regulador.

Finalmente la composicién lipfdica de los liposomas que contengan a la
ATPsintasa/ATPasa es un factor que se ha reportado controla la catdlisis de la
enzima, dado que existen diferentes tipos de fosfolfpides disponibles, se puede obtener
una mezcla de ellos que se je a la composicién lipfdica de la membrana interna
mitocondrial, can esto dar al complejo F,F,I un ambiente hidrofébico como el que
tiene in situ y verificar si este hecho modifica las caracterfsticas encontradas hasta
el momento en el sistema reconstituido en liposomas de fosfatidilcolina.
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