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Por una árida llanura, entre álamos marchitos, a solas, con su sombra y su 
locura, va el loco hablando a gritos ...... 
....... el loco vocifera a solas, con su sombra y su quimera ••..••. 
....... no fue por una trágica 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 jamás que hay millones de 
de niños y mujeres que no tienen que comer. 
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Generalidades. 

INTRODUCCION 

LA ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LA 
ATPsintasa/ATPasa. 

Las enzimas FoF1-ATPsintasa/ATPasas se encuentran en la membrana 
plasmática 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 transductores 
de energía, y en la dirección contraria produce este gradiente a partir de la hidrólisis 
del ATP. Como su nombre lo indica, están formadas por dos sectores, F1 y F~oc · 

En todas las especies examinadas a la fecha, la porción F 1, que es la· región 
hidrofilica y catalítica de la enzima, está compuesto por cinco subunidades·que se. 
encuentran en una relación molar de a,J33y&. En la eubacteria Escherichia'.coU,'la 
masa molecular de cada una de ellas es 55.3, 50.2, 31.4, 19.6,' y''.14.9 :kDa · 
respectivamente [Senior y Wise, 1983], y en el caso de la enzima mitocondrial, la' 
masa molecular de cada una de éstas es 55.2, 51.6,. 30.1, 15.l, ·y· 5;7·:kDa 
respectivamente, con una masa molecular total de 317 kDa en el caso de la enzima 
de corazón [Walker y cole., 1985]. Además en la F, mitocondrial se encuentra un 
péptido de bajo peso molecular (9.6 kDa) [Frangione y cols., 1981], conocido como 
"inhibidor natural de la ATPsintasa/ATPaea" o lF1• 

La composición del F0 , que es la región membrana! e hidrofóbica de la enzima, 
varía según la especie. El F0 más simple se encuentra en E. coli y está compuesta por 
tres subunidadee con estequiometríae de ab,c1._12 y masas moleculares de 30.3, 17.3, 
y 8.3 kDa respectivamente [Senior y Wise, 1983; Fillingame, 1990]. El F0 más 
complejo es el de las mitocondrias de mamíferos, con tal vez hasta siete subunidades. 
Las subunidades del F0 mitocondrial son a (ATPasa-6), b, OSCP (proteína que 
confiere sensibilidad al antibiótico oligomicina tipo "C", secretado por el hongo 
Streptomyces diastatochromogenes), d, F6 , A6L (subunidad 8 en las levaduras) y e 
(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 cole., 1971, Ovchinnikov y cole., 1984 y Walker 
y cole., 1987]. Recientemente el grupo de Walker ha reportado la existencia de tres 
subunidades más para el F0 de las mitocondrias de corazón de res, se les ha asignado 
el nombre de e, f y g; sus pesos moleculares por secuencia de aminoácidos son de 
8,189, 10,209 y 11,328 daltones respectivamente; su función, así como su 
estequiometría están aún por definirse [Collinson y cola., 1994]. En la 



ATPsintasaJATPasa mitocondrial de res hay una copia de cada una de las 
subunidades a, d, OSCP y A6L, dos copias de b y F8 y variás copias de c. 

Las subunidades A6L y 6 en el caso de las mitocondrias de los mamífero están 
codificadas por el DNA mitocondrial y son sintetizadas en la mitocondria. Las otras 
subunidades son productcs citcrribosomales que se importan a la membrana interna 
mitocondrial [Hatefi, 1993]. 

En E. coli, la subunidad b está inmersa en la membrana por medio de una ex 
hélice que se intercala en la membrana por el N-termina/. El resto de la molécula es 
extramembranal y se considera que forma dos. ex hélices elongadas que se introducen 
en el sector F 1• La subunidad a está ampliamente intercalada en la membrana por 
medio de a hélices. La subunidad e está compuesta de. dos ex hélices unidas a la mitad 
de la molécula por un segmento hidroffiico·muy pequeiio. La forma de la molécula es 
de horquilla con dos ex hélices que se· extiendiin por la: m·embrana y sobresalen 
levemente de la membrana, la vuelta hidróffii.ca central sale de la membrana hacia 
donde se orienta la F, [Fillingame, 1992]. Las 10 ó 12·copias de la subunidad e están 
dispuestas rodeando a las a hélices de las subunidades a y.b [Fillingamé, 1990 y 
Penefsky y Cross, 1991]. 

En las ntitccondrias de res, las subunidades b, d, F,, A6L (incluyendo su C· 
termina~ y OSCP están expuestas hacia la matriz; este dato se ha obtenido mediante 
la utilización de proteasas y anticuerpos específicos para cada una de las subunidades 
[Hekman y cols., 1991]. La mayor parte de la masa de estas subunidades que es 
sensible a las proteasas y a los anticuerpos no está expuesta en el lado citosólico de 
la membrana interna. La exposición de las subunidades 6 ye no se detectan por estas 
met.odolog!as, en ninguno de ambos lados de la membrana interna, lo que seiiala que 
están inmersas completamente en la membrana. 

Joshi y Burrows (1990) han investigado las relaciones de vecindad entre las 
subunidades de la ATPsintasa/ATPasa por medio de experiment.os de 
entrecruzamient.o. Sus resultados demuestran la vecindad entre a/IJ con OSCP y un 
polipéptido de 24 kDa; entre F, con a, y y polipéptidos de 8, 20 y 24 kDa; entre y con 
li y e y de un polipéptido de 24 kDa con OSCP y otro de 20 kDa. 

Las subunidades ex, B y y mitocondriales, tienen una similitud de secuencia 
considerable con sus contrapartes en el cloroplasto y E. coli [Penefsky y Cross, 1991]. 
La subunidad li mitccondrial es análoga a la de los cloroplast.os y a la subunidad de 
e de E. coli. Además las subunidades OSCP, b, e, y 6 de las mitocondrias de res son 
consideradas como análogas de las subunidades li, b, e, y a de E. coli respectivamente 
[Fillingame, 1992]. Estas similitudes están basadas en los perfiles de hidropatía, 
porque la identidad en las secuencias es limitada. 
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En las mitocondrias de mamífero y en E. coli hay una región llamada "cuello" 
entre la F 1 y el sector membrana! de la ATPsintasa/ATPasa. Las dimensiones de este 
cuello son de aproximadamente 4.5 nm de largo y 2.5 nm de diámetro. En E. coli las 
hélices extramembranales de las dos subunidades b y las subunidades pequeñas de 
la F 1 contribuyen a formar el cuello [Capaldi y cole., 1992]. En las mitocondrias de res 
los candidatos para la composición del cuello son OSCP, F6, la subunidad b y una o 
más de las subunidades pequeñas de la F, (Figura 1). 

Figura 1. Localización de las subunidade• del complejo ATPsintasa/ATPasa. Se 
muestran las aubunidadea pertenecientes a cada W\O de 1os sectores de la enzima 
(tomado de Hatefi, 1993) 

ESTRUCTURA CRISTALOGRÁFICA DE LA F,. 

La Polémica. 

Aunque el complejo F1 puede disociarse del sector membrana! F0 y tratado 
como una proteína soluble, por su gran tamaño y numerosas subunidades es un 
verdadero reto para la cristalogralla. 

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 análisis, se sabe por ejemplo,. 
que existen grandes semejanzas entre la estructura de los sitios catal!ticos en las 
subunidades de la F, y otras trifosfatasas de nuc)eótidos, incluyendo proteínas cuya 
estructura ha sido definida a una alta resolución como p21 .. [Berchtold, 1993], y el 
facoor de elongación Tu <EF-Tu) [Tong y cola., 1991], la región de unión de nucle6tidos 
en estas dos proteínas, y por analogía, de la F,, es una estructura compuesta por 
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cinco estructuras de Ji plegada paralelas y una antiparalela, rodeadas por a hélices, 
todas ellas se conectan por medio de asas que varían en longitud. 

En cuanto a la información de la estructura tridimensional de la F,, se cuenta 
actualment.e con el reporte de dos estructuras cristalinas de diferente fuente y a 
diferente resolución. Por un lado, la estructura de la 1<'1 aislada a partir de las 
mitocondrias de hígado de rata [Bianchet y cols., 1991; Amzel y cola., 1992] y por otro 
los datos de Abrabams y cola., (1993) de la estructura cristalina de la F, de las 
mitocondrias de corazón de res. La F 1 de las mitocondrias de corazón de res es 
esencialmente la misma que el complejo aislado a partir de hígado de rata Oa 
homología de las secuencias de las subunidades o; y Ji es 98 y 95% respectivamente 
[Penefsky y Cross, 1991]). 

La información de la estructura tridimensional de la F 1 de hígado de rata se 
obtuvo a partir de cristales trigonales con los cuales se logró una resolución de 
0.36nm y se reportaron las siguientes dimensiones para la molécula 12Xl2X7.4 nm. 
Las tres subunidades o; y las tres !} tienen una forma elipsoidal, e interdigítaciones 
alrededor de un eje central (con simetría en tres). Las subunidades a están inclinadas 
30° con respecto al eje central; interactúan en el centro, y se extienden 1.5 nm más 
allá de las subunidades Ji hacia un extremo de la F 1• Las subunidades Ji están casi 
paralelas al eje central (con simetría en tres), interactuando con las subunidades a, 
pero no con ellas mismas, y se extienden 1.5 nm al final de las subunidades a hacia 
el lado opuesto de la molécula. A partir de los resultados generados por este estudio, 
se ha concluido que la estructura del complejo F 1 es básicamente simétrica. En este 
estudio no se indica la localización de las subunidades pequeñas de la F, (Figura 2). 

Difiriendo significativamente de los resultados de Arnzel y cols., (1992) de la 
estructura de Ja F 1 de las mitocondrias de hígado de rata, están los datos de 
Abrahams y cola., (1993) de la estructura cristalina de la F 1 de las mitocondrias de 
res. Por medio de un cristal ortorrómbico de celda unitaria (P212121) se ha definido 
la estructura de la enzima a 0.65 nm de resolución (ver apéndice 1), Estos datos 
indican que la F, de res es una partícula esférica con un diámetro de 10:1:1.0 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 esfera. Se cree que esta cavidad está ocupada en la ATPsintasa/ATPaaa por la 
subunidad OSCP y/o la subunidad b. En el lado opuesto de la esfera hay una 
hendidura de 1.5 nm de profundidad. Se supone que laa paredes de esta hendidura 
están formadas por Ja alternancia de las subunidades o; y Jl. 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 o; 
hélice de alrededor de 60 aminoácidos de cualquiera de las subunidades y o &. Los 
autDres aseguran que aunque existen características simétricas en la molécula (en 
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tres y en seis), hay partes en las subunidades homólogas a y P que no lo son, por ello, 
a partir de los resultados obtenidos por este estudio, se concluye que la estructura de 
la F 1 es asinéllica(Figura 3). 

Considerando las diferencias en resolución y los estados de refinamient.o, la 
mayor discrepancia entre las dos estructuras (i.e. la F 1 de hígado y de corazón), está 
dada por la contribución de las subunidades menores de la F1 (ver el arreglo e 
interacción de las subunidades pequeñas de la F 1). 

Recientemente el grupo de Walker a publicado la estructura cristalográfica de 
la F 1 a una resolución de 2.8 A [Abrahams y cola., 1994]. Básicamente en esta 
estructura se puede observar que las subunidades P difieren en conformación y en el 
nucleótido que tienen unido. La estructura sigue siendo asimétrica y con ella se 
especula que en cualquier moment.o los tres sitios catal!ticos de la enzima están en 
diferentes estados del ciclo catalítico y que la interconversión de los estados puede 
estar dada por la rotación del hexámero a,,P, sobre un dominio de a hélice 
correspondiente a la subunidad y. La estructura de la F, a 2.8 Á de resolución es la 
estructura asimétrica más grande examinada a esa resolución hasta el moment.o. 

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

Una posibilidad para e:r;:plicar las diferencias: las condiciones de 
cristalización. 

Además de los posibles efect.os estructurales de las subunidades pequeñas en 
los contact.os del cristal, las diferencias entre las estructuras se pueden deber a las 
condiciones de cristalización. La enzima de hígado de rata se cristalizó a partir de 
una solución madre que contiene ATP y fosfato de potasio (condiciones de actividad). 
Los cristales de corazón de res fueron hechos en presencia de AMP·PNP, ADP y Mg2• 
(condiciones de inhibición). El ATP ye! fosfato podrían ocasionar que las subunidades 
menores perturben la asimetría de los 3 pares atp; por el contrario, el AMP·PNP, el 
ADP y el Mg2• fuerzan al complejo a adoptar una geometría asimétrica, la cual sólo 
es posible lograr si la unidad asimétrica contiene una molécula de F1 entera [Stokes 
y Nakamoto, 1994]. 
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Figura 2. E1tructura cuaternaria de la F1 de Ju mitoc:ondriaa de hl¡ado de rala. Se 
mueotra vill4 deade amba (hexámero a,\!,), en donde le aprecia la eatructura sirlélricll 
[Bianchet y colo., 1991). 

Figura 3. Topograffa de la F1 mitocondrial de corazón de res. Se muestra vista 
lateralmente, en donde ae aprecia la eatructura asimétrica de la molécula (Abrahams 
y eol1., 1993) (ver aP'ndice 1). 

La int1uencia de diferentes nucle6tidos en la conformación del complejo sugiere 
que las dos formas de cristales pueden tener significado funcional. Los diferentes 
patrones de cristalización son reminiscencias de resultados de microscopía electrónica, 
en los cuales se muestra que las subunidades menores cambian la conformación en 
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respuesta a la adición de nucleótidos [Stokcs y Nakamoto, 1994]. Estos estudios 
concuerdan con los mecanfsticos, en los cuales se ha propuesto una cinética asimétrica 
en los tres sitios cataliticos de las subunidades a/!}. Debido a que las tres subunidades 
a y las tres p, tienen secuencias idénticas respectivamente, la asimetría podría estar 
dada por la interacción de éstas o por las subunidades pequeñas de la enzima. De 
hecho, es muy posible que existan cambios en la simetría durante el ciclo catalitico 
como parte integral del mecanismo de transporte o catalitico [Stokes y Nakamoto, 
1994). 

Arreglo e interacción de las subunidades y, li y E de la Fr 

De acuerdo con Capnldi y colaboradores, las subunidades pequeñas de la F1 de 
E. coli están localizadas cerca de la región distal de la F1, cerca de un par a/(l en la 
cavidad central formada por las interdigitaciones de las subunidades mayores 
[Capaldi y cole., 1992]. 

Amzel y Pedersen (1978) encontraron que los cristales de la F 1 de las 
mitocondrias de hígado pertenecen ni grupo espacial R32 y que el complejo tiene un 
eje de simetría cristalográfica de tres; por tanto, cada celda unitaria contiene 
únicamente un tercio del complejo F 1, y la estructura resultante del estudio de 
difracción de rayos X es simétrica, en la cual cada par a/(l es idéntico a los otros dos. 
La manera en la que se empaqueta el cristal, implica que las subunidades y, li y E, 
que aparecen en una sola copia por molécula de F1 y no tienen una simetría interna 
en tres, no participan en los contactos de empaquetamiento y por tanto ocupan 
posiciones al azar; como resultado, su contribución a la estructura está dada 
siguiendo el eje de simetría. Haciendo a un lado esta deficiencia, la estructura se ha 
refinado y los autores pretenden tener analizados cerca de 900 de los 1000 
aminoácidos de las subunidades a y !}, obteniendo un factor R de 37%. En el cristal 
ortorrómbico del grupo de Walker [Abrahams y cole., 1993], la unidad asimétrica 
contiene al complejo F 1 entero y la simetría en tres no se mantiene por el 
empaquetamiento del cristal. 

Subunidad y 

La estructura de la F1 mitocondrial a una resolución de 0.65 nm [Abrahams y 
cole., 1993], generó información sobre el arreglo de la subunidad y. Las dos a hélices 
que se extienden desde el cuello hacia el interior del hexámero a..11.. pertenecen a las 
regiones conservadas del C· y el N·terminal de la subunidad y, las cuales se predijeron 
como a hélices por medio del análisis de secuencia. Bailándose en estos análisis, se 
sabe que la mitad de la subunidad y está formada por estructuras de giros y hojas 
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!}. Los experimentos de digestión con proteasus, marcaje con biotina-avidina y 
reconocimiento específico por anticuerpos, indican que esta región media está fuera 
del hexámero a,,J}, y está implicada en la interacción con la subunidad E [Tang y cole., 
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 catálisis y el paso 
de los protones a través del canal F0• El grupo de Futai [Nakamoto y cole., 1990], han 
visto que la mutación M23K en la región N-terminalde la subunidad y causa la pérdida 
del acoplamiento entre la hidrólisis y el bombeo de protones. El desacoplamiento 
puede revertirse por medio de mutaciones diversas dentro de la región comprendida 
entre los residuos 269 y 280 del C·termina/. Más recientemente este grupo ha 
demostrado que los efectos de las mutaciones en la región C·IBtminal de la subunidad 
y, se pueden suprimir por múltiples mutaciones en el N·IBtmiflal entre los residuos 18 
y 35 [Nakamoto y cole., 1994]. Experimentos muy recientes del grupo de Capaldi 
[Gogol y cols., 1994], han mostrado cambios estructurales en la subunidad y durante 
el acoplamiento de energía. Estos autores encontraron que la posición de la masa 
central de la F 1, que incluye a las subunidades ye, es diferente si los sitios catalíticos 
están ocupados por Mg·ATP o per Mg-ADP; estos resultados, se obtuvieron 
introduciendo residuos de cisteina en la subunidad y y utilizando reactivos de 
entrecruzamiento y fluoróforos. 

Los cambios conformacionales de la subunidad y obtenidos por criomicroscopía 
electrónica, fluorescencia y entrecruzamiento, no se observan en estudios en los cuales 
se ha depletado a la subunidad E de la F 1 [Capaldi y cole., 1994]. Esta observación es 
importante, porque como se mencionó con anterioridad, la F1 de E. coli es muy activa 
cuando se le depleta de esta subunidad [Oreyfus y Satre, 1984; Dunn y cole., 1987; 
Mendel-Hartvig y Capaldi, 1991]. 

El comportamiento anormal de la subunidad y cuando la subunidad E se 
remueve de la F1, implica el acoplamiento de la subunidad E en el complejo F,F1 y 
sugiere que ambas subunidades trabajan al unísono. Con estudios en los que se 
utilizó 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 
catalíticos, la subunidad E está localizada preferentemente cerca de la subunidad p, 
y por el contrario en presencia de Mg·ADP está preferentemente cerca de la 
subunidad a, lo que implica un cambio de posición de alrededor de 20 A [Wilkens y 
Capaldi, 1994]. Aunado a esta información se encuentra el reporte de McCarty y 
colaboradores, quienes encontraron que un anticuerpo específico contra la subunidad 
E no reconoce a la misma en la obscuridad, pero lo hace durante la iluminación de los 
tilacoides cuando la fotofosforilación está ocurriendo [Richter y McCarty, 1987]. 
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Subunidad 8 

Recientemente el grupo de Penefsky [Xiao y Penefsky, 1994], ha mostrado que 
un complejo F 1 carente de la subunidad 8, presenta una aceleración de la reacción de 
hidrólisis después de un pulso de ATP frío; la reconstitución de la subunidad 8 genera 
la desaparición de la respuesta al pulso de ATP. Las constantes de equilibrio para la 
catálisis 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. El complejo FoF 1 de E. coli en vesículas responde al pulso de 
ATP solamente si las vesículas son tratadas con KCI. Existe un número considerable 
de reportes en los cuales se ha verificado la relación estequiométrica de la F 1, y en 
algunos de ellos se ha reportado que dependiendo de la preparación hay una cantidad 
variable de la subunidad ó [Futai y cola., 1974; Nelson y cols., 1974; Noumi y cols., 
1986; Turina y cola., 1993]. Estos resultados, demuestran que la subunidad ó de la 
F 1 está en el complejo con una interacción más lábil que 'YE· pues al parecer no tiene 
ninguna interacción con el canal F0 (vea su localización en la Figura 1). 

Subunidad e 

Utilizando algoritmos para predecir la estructura secundaria, se ha encontrado 
que la mitad del N·termilal de la subunidad e, está formada por estructuras ll (vueltas 
y hojas), y por el contrario, los 50 residuos terminales del extremo carboxilo están 
formando un motivo a hélice-vuelta-a hélice [Skakoon y Dunn, 1993]. Con estudios 
de entrecruzamiento se ha visto que la subunidad e está unida a las subunidades a 
y ll por medio de la región C-terminat [Aggeler, 1992; Dallman y cole., 1992], y que la 
región N-terminal interactúa con la subunidad y [Aggeler, 1992]. La región más 
conservada de la subunidad e, 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 [Kulti, 1988]. Al parecer esta región hace 
contacto con partes del sector F0• Las evidencias de la interacción de la subunidad e 
con el canal son las siguientes: se ha visto que las mutaciones del Glu31 y la His38 
alteran el acoplamiento entre la F 1 y el F0, sin afectar significativamente la actividad 
de hidrólisis [LaRoe y Vik, 1992). El grupo de Capaldi [Capaldi y cols., 1994], ha 
observado que en la mutante eH38C, la modificación química con "C-N-etilmaleimida 
de la cisteina en posición 38 es protegida en el complejo F0F 1 de E. coli, pero se 
modifica rápidamente cuando se agrega a la F 1 soluble. La modificación química de 
la F 1 no afecta el ensamble con el F0, pero ocurre una disrupción del acoplamiento de 
la actividad de hidrólisis con el paso de protones (monitoreado por la alteración de la 
sensibilidad al DCCD). Finalmente Fillingame y colaboradores [Zhang y cole., 1994], 
han visto que la interacción de la subunidad e con el F 0 es a través de la subunidad 
c. Encontraron que las mutaciones en el Glu31 de la subunidad e suprimen la 
mutación Q42E en la subunidad c. Cambiando Gln42 por Glu en el asa polar de la 
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eubunidad c se desacopla la hidrólisis de la translocación de protones, pero al cambiar 
al Glu31 de la eubunidad ea Gly, Val o Lys se recupera nuevamente el acoplamiento. 

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

Cristalización de las subunidades de la F,. 

Un método alternativo para determinar la estructura del complejo F 1 consta 
en cristalizar cada una de sus eubunidades o subcomplejoe por separado. Codd y cole., 
(1992) cristalizaron la subunidad E y el complejo )"E de E. coli; en lugar de extraer 
las subunidades del complejo F,F 1, produjeron grandes cantidades de polipéptidoe por 
fusión con otras proteínas mediante metodologías de biología molecular. Por ejemplo, 
la fusión con la Glutatión Transferasa (GST) la subunidad en cuestión se expresa y 
se purifica posteriormente; una vez pura se separan ambas proteínas cortando con 
una proteasa específica, en este caso la señal de corte consta de un sitio artificial para 
trombina. Dunn (1982) repor!AI que la eubunidad y permanece soluble sólo cuando 
está acomplejada con la subunidad e. De acuerdo con esta observación, únicamente 
se obtiene una unidad de fusión de GTS y y cuando se expresa con la eubunidad e. 

Por otra parte, un problema potencial de estas metodologías es suponer que las 
subunidadee estén correctamente plegadas en ausencia de las otras subunidades de 
la F1, pero ésto se compensará cuando se obtengan las estructuras de las subunidades 
a nivel atómico, las cuales podrán compararse con los datos obtenidos para la 
molécula de la F 1 a baja resolución. 

Estudios de la estructura del sector F .. 

Hasta el momento existe muy poca evidencia acerca de la organi1.ación del 
complejo F0 • Vik y Dao (1992), usando la misma hipótesis de Baldwin (1993) (i.e. los 
lados variables de las a hélices están en contacto con los lípidos y los conservados en 
contacto con otras a hélices), han generado un modelo por medio del análisis de 
secuencias. En este trabajo, se examinaron con mucho detalle las secuencias 
relacionadas de las subunidadee del F0, sus perfiles de hidrofobicidad y la variación 
de sus aminoácidos. Usando un modelo de seis cruces transmembranales para la 
subunidad a, uno para la b y dos para la c, se realizó el análisis de Fourier de la 
variación de la secuencia para identificar los lados variables y conservados de las a 
hélices de cada una de estas subunidadee. Este análisis 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 Jos lípidos; la predicción para las cuatro a hélices restantes dice que 
están totalmente en contacto con otras a hélices. El análisis para las subunidades b 
y e, predice un lado variable para cada una de ellas. Con base en estas predicciones 
y en resultados previos de estudios con mutaciones, se propone el siguiente modelo 
de interacción de las subunidades b y e en tomo a la subunidad a: varias de las a 
hélices de la subunidad a están en contacto unas con otras; una sola a hélice de esta 
subunidad está en contacto con un grupo de 9 a 10 subunidades e, y otras dos a 
hélices de Ja subunidad a están en contacto con las dos a hélices conservadas de la 
subunidad b. 

La única' información estructural directa del complejo F0 se ha obtenido por 
medio de resonancia magnética nuclear (RMN) multidimensional [Girvin y 
FilJingame, 1993 y 1994). En este estudio se analizó el proteolípido c de E. coli; el 
polipéptido purificado se estudió en cloroformo-metanol-agua en donde retiene 
algunas de las características de la proteína nativa (i.e. reactividad específica al 
DCCD por el Asp61 y disminución de esta reactividad en Ja mutante lle28Thr) y no 
hay interacción aparente de las subunidades. Usando RMN de dos dimensiones, los 
sistemas de "spin" de las cadenas laterales de 78 de los 79 aminoácidos fueron 
asignados como residuos tipo, y otros 44 de estos como residuos específicos de la 
secuencia [Girvin y Fillingarne, 1993). El efecto nuclear de Overhouser (NOE) se 
observa entre los extremos de las a hélices transrnembranales predichas, lo que 
sugiere que en el solvente la proteína está doblada como horquilla, que es 
precisamente como se cree que se dobla en la membrana. Una prueba más sobre la 
conformación de horquilla se obtuvo por medio de la modificación específica del Asp61 
con una mezcla que contiene al análogo nitróxido del DCCO, la N-(2,2,6,6-tetrametil
piperidina-1-oxo)-N'-cicloheidl carbodiimida [Girvin y Fillingame, 1994). El nitróxido 
libera muchas de las resonancias asignadas a 'H en ambas a hélices 
transmembranales, y ésto permite hacer cálculos de distancias y límites. Usando al 
análogo para hacer determinaciones de NOE inter e intra hélice, se propone una 
estructura de horquilla con dos a hélices transmembranales levemente curveadas. El 
Asp61 de la a hélice-2 está en la bicapa, muy cerca de los residuos Ala24 e Ile28 de 
Ja a hélice-1. El modelo es congruente con los efectos de las modificaciones por 
mutación química hechos en estas posiciones en el F 0 • 

RELACIONES ESTRUCTURA FUNCION. 

Se sabe muy poco acerca del papel de las subunidades de la 
ATPsintasa/ATPasa en las reacciones de síntesis e hidrólisis y en la translocación de 
los protones. A continuación se enumeran algunos de los hallazgos en los cuales existe 
una correlación estructural y funcional en la ATPsintasa/ATPasa: 
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En las subunidades ¡3 se encuentran los sitios catalíticos de la enzima (ver más 
adelante), estos sitios pueden utilizar como sustratos tanto nucleósidos di y tri 
fosforilados de purinas como de pirimidinas; todas las subunidades a analizadas fijan 
específicamente 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 Ja subunidad e atenúa la velocidad de hidrólisis cuando 
se agrega a una F1 carente de esta subunidad [Dreyfus y Satre, 1984; Richter y cola., 
1984]. En todas las especies analizadas, la subunidad e participa en la conducción de 
protones a través del F 0 vía un grupo carboxilo libre (Asp61 en E. coli y Glu en todas 
las demás) localizado en la bicapa lipídica en la mitad de la a hélice del C-terminal. Por 
medio de mutagénesis dirigida, se ha mostrado que en E. coli este residuo es esencial 
para la síntesis del A'l'P vía fosforilación oxidativa [Fillingame, 1990]. En la 
subunidad a se ha encontrado que la Arg210 es esencial y que la subunidad b es 
indispensable para la unión de la F1 con el F0 [Penefsky y Cross, 1991]. En la enzima 
mitocondrial, se requiere a la subunidad F6 para la misma interacción, y la OSCP se 
requiere para el acoplamiento de energía entre la F1 y el F0 • En los cloroplastos, y 
regula la vida media del estado activo de la F 1 vía un proceso reversible 
ditioVdisulfuro [Graber y Labahn, 1992] 

Hay seis sitios de unión para los nucleótidos en la F1• Muchos investigadores 
consideran que tres de ellos son potencialmente catalíticos y unen nucleótidos de 
purinas y pirimidinas, que pueden recambiarse con los nucleótidos presentes en el 
medio. Los otros tres sitios son altamente específicos para AD(TJP (ver antes para el 
cloroplasto) y se conocen como sitios no recambiables o no catalíticos (revisado por 
Gromet-Elhanan, 1992). 

La hidrólisis del ATP. 

Existen tres tipos de enzimas que hidrolizan ATP generando gradientes de pH 
y eléctricos a través de las membranas transductores de energía, a estas enzimas se 
les conoce como ATPasas tipo "P" o de membrana plasmática, "V'' o vacuolares y "F" 
o complejos F,F,. El mecanismo de hidrólisis es diferente entre las enzimas F, V y P, 
estas últimas 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 hidrólisis del adenosin 5'·[y-tio] 
trifosfato marcado estereoespecíficamente con un "O en la posición y, que es 
catalizada por la F1 y en presencia de H170H, resulta en la formación de [170 1, 
110 1]tiofosfato con inversión de la configuración (i.e. de la quiralidad), en el fosfato y. 
Un mecanismo que tiene un fosfato de alta energía como intermediario, forzosamente 
tiene dos inversiones, lo cual resulta en la conservación de la quiralidad del fosfato, 
como se observa en las enzimas de tipo P. 
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A continuación se mencionan las caraci.erfsticas conocidas del mecanismo de 
hidrólisis del ATP por Is F1: 

El grupo de Penefsky (Grubmeyer y cole., 19821 realizó un avance importante 
para dilucidar el mecanismo de hidrólisis por Ja F 1• Estos autores demostraron que 
es posible cuantificar, bajo ciertas condiciones, la hidrólisis realizada por un sólo sitio 
catalftico de la enzima (hidrólisis unisitio). Los detalles de la catálisis unisitio 
proveen información no sólo en el sentido de la hidrólisis, sino también de la síntesis. 
Se ha visto que cuando se agrega ATP a la F1 en concentraciones 
subestequiométricas, se une fuertemente a un sólo sitio cata!Ctico, se hidroliza 
parcialmente en sitio catalltico de la F 1 a ADP y Pi unidos, y estos productos de la 
reacción se liberan de la enzima a velocidades muy bajas (Ecuación 1 ). 

ATP lfsO Pi ADP 
... ' , , 

F 1 •F1 ·ATP •Pi ·F1 ·ADP •F1 ·ADP•F1 

" " ... ... 
ATP ILO Pi ADP 

t ~ t i t 
K1 ~ Ks K, 

Ecuación l.• Ciclo catal!lico de laATPsint.aaa/ATPasa. La hidrólisis (derecha) y síntesis 
(izquierda) del ATP que ae llevan a cabo en el complejo F,F1 es del complejo Mg.ATP; 
por simplicidad oe ha omitido al magneaio de la ecuación. 

(1) 

La constante de asociación del ATP K, está determinada a partir de la 
constant.e de velocidad para la unión y la liberación del ATP y tiene un valor de 1012 

M·'; K1 es de 0.5, lo cual indica que la reversibilidad del paso 2 tiene un pequeño 
cambio de energía libre; las constantes K.,. y K .. de acuerdo con los datos más 
recientes son de 4Xlo .. a·1 [Cunningham y Cross, 1988]. Se han publicado dates 
similares para la enzima de E. coli en condiciones de hidrólisis unisitio [Senior, 1992). 
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Matsuno-Yagi y Hatefi (1993a) cuantificaron la velocidad hidrólisis del ATP en 
partículas submitocondriales a bajas concentraciones de substrato, y encontraron que 
sólo a concentraciones de ATP menores a 0.06 µM la hidrólisis se encuentra en 
condiciones de unisitio. Más allá de esta concentración hay un rápido incremento en 
la formación de Pi, lo que sugiere que el sustrato se está uniendo a otro(s) sitio(s) 
catalíticos o reguladores. 

En este sentido, otra aportación del grupo de Penefsky es la observación de que 
cuando la F1 cataliza la reacción en presencia de cantidades subestequiométricas de 
ATP radioactivo y se le da un pulso del nucleótido no radioactivo a una alta 
concentración, hay un incremento en la velocidad de la hidrólisis del ATP radioactivo 
en unisitio que pasa a una hidrólisis multisitio cuya V .... es de 600 a·• [Grubmeyer y 
cola., 1982; Cross y cole., 1982,, Penefsky y Cross, 1991]. Estos resultados, junto con 
los datos de las K,,, aparentes para la hidrólisis multisitio del ATP, indican una 
cooperatividad negativa para la unión del sustrato por la F 1, así como una 
cooperatividad positiva en la ocupación del segundo y tercer sitios catalíticos por el 
sustrato, incrementando la velocidad con que ocurre la reacción. Este grupo también 
reporta (Penefsky y Cross, 1991] que la velocidad de hidrólisis aumenta 1.5X10' veces 
en la F 1 de res y de acuerdo con Hatefi hay un incremento de la reacción de 4-5Xl03 

veces cuando se trata de la F1 de part!culas submitocondriales (Matsuno-Yagi y 
Hateti, 1993b]. 

Algunas mutaciones en la subunidad a de E. coli sugieren que esta subunidad 
está implicada en transmitir la información de la ocupación por nucleótido de un sitio 
catalítico de una subunidad p a la otra (Futai y cole., 1989]. 

Cálculos de K., y K., (ver Ecuación 1) por modelos de cómputo de la velocidad 
cercana al equilibrio (12 y 24 a·• respectivamente) sugieren que el ATP unido a la 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 determinación del promedio 
de oxígenos del agua (H,180) incorporados en el Pi durante la hidrólisis catalizada por 
la F1• Encontraron que, a concentraciones saturantes de ATP, el número de oxígenos 
del agua incorporados en el Pi fue de 1.02; por el contrario, a muy bajas 
concentraciones de ATP, este número aumenta a 3.97. En otras palabras, a una alta 
concentración de ATP, el Pi formado es liberado antes de que se dé la resíntesis del 
ATP; en el caso de las concentraciones de ATP bajas, el Pi unido a la enzima participa 
en la resínteis y rehidr6lisis, incorporando cada vez un oxígeno (100) del agua antes 
de liberarse de la enzima. Los autores estiman que bajo las condiciones antes 
mencionadas hay alrededor de 400 reversiones de la hidrólisis antes de que el Pi sea 
liberado y hay una disminución de alrededor de 5,000 veces en la velocidad de la 
reacción hidro1'tica, comparada con la velocidad a concentraciones saturantes de 
sustrato. 
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Finalmente. la Ecuación l implica que la adición de ADP y Pi a la F, en 
ausencia de fuerza protón motriz, resulta en la formación del ATP unido a la enzima. 
Lo anterior se ha demostrado con la F1 mitocondrial [Sakamoto y Tonomura, 1983], 
de cloroplasto [Feldman y Sigman, 1982] y eubacteriana [Yoshida, 1983]. 

En resumen, un único sitio catalítico en Ja F1 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 energía considerable). Este proceso ocasiona que la liberación de los 
productos de la reacción de Ja enzima sea sumamente lenta. La ocupación de otro(s) 
sitio(s) catalftico(s) por ATP incrementa la salida de los productos del primer sitio 
hasta alcanzar une V.,.. multisitio cuando la concentración del ATP es mucho mayor 
que la de la F 1• 

La síntesis del ATP. 

Basados en Jos efectos de Jos desacoplantes en el recambio de Pi-H2
180 

catalizedo por partículas submitocondriales en presencia de ATP, ADP y Pi, Boyer y 
colaboradores, propusieron que la síntesis del ATP unido en la F" no requiere de 
energía y que el paso que requiere de ésta en la fosforilación oxidativa es 
precisamente la liberación del producto de la F1 [Boyer y cole., 1973]. Actualmente 
hay algunos resultados que apoyan estas ideas; el grupo de Penefsky [Grubmeyer y 
cola., 1982; Penefsky y Cross., 1991) ha trabajado con la hidrólisis unisitío, 
especialmente, con el ATP unido fuertemente a la enzima (}(0 = IO"M'1) y la 
interconversión de éste en ADPy Pi unidos a la enzima (K., 0.5, ver Ecuación ll; 
también han estudiado la formación del ATP a partir de ADP y Pi unidos a le F1 
proveniente de varias fuentes (ver más adelante). 

En el sentido de la síntesis del ATP, el mayor cambio de energía libre no ocurre 
en la unión misma del ADP con el Pi, pues se ha demostrado que para que este 
proceso se lleve a cabo no se requiere de la energía protónica; esto no ocurre cuando 
se estudia la salida del ATP de la enzima. En este sentido, Hetefi y colaboradores 
(1982), mostraron que en la síntesis del ATP multisitio catalizada por partículas 
submit.ocondriales, el logaritmo natural de los cocientes V ..../K.. por Pi y por ADP 
decrecen linealmente al incrementar Ja desenergización (por adición de desacoplantes) 
de las partículas submitocondriales; ésto sugiere que la energización de las partículas 
submitocondriales incrementa la afinidad de la F1 por ADP y Pi. Subsecuentemente 
Penefsky (1985) demostró que la unión fuerte de [y-3'PJATP a las partículas 
submitocondriales decrece con la energización de la membrana producida por la 
respiración, de Jo que resulta una liberación de alrededor del 30 % del [y-3'PJATP 
unido. Se ha mostrado recientemente que la unión de ADP y Pi unísitio y la salida 
del ATP en la fotofosforilación llevada a cabo por los cloroplestos, es un proceso 
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promovido por la energía [Griihcr y Labahn, 1992). Estos resultados, están de acuerdo 
con las conclusiones del grupo de Senior [Al-Shnwi y cola., 1990), para la síntesis e 
hidrólisis del ATP por la enzima de E. coli. 

Aunque el estudio de la catálisis unisitio ha sido de gran ayuda para entender 
el mecanismo de la síntesis e hidrólisis del ATP en la ATPsintase/ATPasa, ésta es 
una reacción que no se encuentra en condiciones fisiológicas en las cuales, la 
ATPsintasa/ATPasa está expuesta a concentraciones de sustratos 
superestequiométricas. Bajo condiciones fisiológicas la síntesis e hidrólisis siempre 
ocurren vía un mecanismo de multisitio, que es mucho más complicado que In 
catálisis unisitio. 

El descubrimiento de In cooperatividad entre los sitios cataHticos de la F 1 para 
la hid1'61isis del ATP, llevó a diversos grupos de investigadores a buscar este 
fenómeno en la síntesis del compuesto. La cinética de la síntesis del ATP a 
concentraciones variables de ADP, catalizada por partículas submitocondriales de 
corazón de res, tiene dos tipos de cooperatividad: una positiva a concentraciones de 
ADP menores de 1 µM y una negativa a concentraciones mayores [Matsuno-Yagi y 
Hateli, 1990]. A partir de esta observación, se ha desarrollado una ecuación que 
consta de dos pasos, en el primero la enzima une al ADP con una K• de = 10" M, aquí 
la síntesis 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 síntesis del ATP a una 
velocidad muy alta [Mntsuno-Yagi y Hatefi, 1990]. 

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

En la fosforilación oxidativa o fotosintética, la energía parece "utilizarse" para 
la unión de los sustratos y para la salida del ATP. La formación del ATP unido a la 
F1 a partir de ADP y Pi unidos, se asocia con un pequeño cambio de energía. 
Recienwmente se ha mostrado que en los tilacoides de los cloroplnstos, la x .. para la 
reacción de síntesis CADP+Pi--+ATP), en la F1 permanece sin cambios en presencia o 
ausencia de la energía protónica [Graber y Labahn, 1992]. Además, en ciertos 
microorganismos la ATPsint.asa/ATPasa puede sintetizar ATP a expenzas de 4µN•' o 
4µu+ (a bajas concentraciones de Na') [Laubinger y Dimroth, 1988; Kluge y cole., 
1992]. Estos resultados, están en contra de la participación de hidronios o iones sodio 
en el proceso de la síntesis del ATP en los sitios catalíticos de la F1• De hecho, se ha 
construido una ATPsintasa/ATPasa híbrida reconstituyendo la F, de un complejo F0F1 
que bombea protones en un F0 de una Na'/H' ATPsint.ase/ATPasa y se ha visto que 
esta enzima es capaz de bombear H' o Na' [Laubinger y cola., 1990]; ésto indica que 
la translocación de los iones de la fuerza ionmotríz está más restringida al F0 y no 
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influye en Ja F1• Las preguntas que saltan a Ja vista es ¿cómo puede el mismo F0 

tranelocar iones tan diferentes? y ¿cómo se comunica la fuerza protonmotríz o 
sodiomotrfz del F0 a la F1?. Actualmente muchos grupos de investigación realizan 
esfuerzos para contestar estas preguntas. 

En todas las ATPeintasae/ATPaeas 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 e, y que, se 
considera, participa en la translocación de iones hidronio o sodio [Fillingame, 1990]. 
Por analogía con el Asp85 y 96 de la bacteriorrodopsina, los cuales están 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 función parecida en la ATPsintasa/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 inactivación por (Chxn),C. Lo interesante y 
sugestivo de estos resultados, es poder racionalizar cómo un ion sodio se puede unir 
a un carboxilo en un medio de constante dieléctrica baja y después desalojarse. Hasta 
el momento cómo loe hidronios o los iones sodio son tranelocadoe a través del F0 , 

sigue siendo tema de especulación. 

El cómo se transmite Ja energía del <\µ"' o áµN,• desde el F0 hasta la F 1 es 
todavía desconocido, pero en la actualidad hay datos que sugieren algunas ideas: i) 
el hecho de que la energización de la membrana cambie las energías de unión por 
ADP, Pi y ATP indica que loe sitios catalíticos de Ja F, tienen un cambio 
conformacional durante la fosforilación oxidativa o la fotofosforilación. iil El mismo 
razonamiento se aplica a la salida de Ja proteína inhibidora del sector F1 promovida 
por energía (ver más adelante). Capaldi y colaboradores han mostrado que en E. coli, 
la energización altera la posición de las subunidades pequeñas de la F 1 en relación 
a los paree a/¡J, lo que sugiere que las subunidades y, 5 y e pueden estar involucradas 
en la transmisión secuencial de energía a los paree a/P [Gogol y cola., 1990; Aggeler 
y Capaldi, 1993]. iii) Además se ha visto que dos de las eubunidadee p de la F1 de 
cloroplaeto, cambian sus propiedades de unión de nucleótidos durante la catálisis, 
posiblemente por su interacción asimétrica con yoc [Shapiro y McCarty, 1990]. Esta 
interpretación está de acuerdo con la hipótesis de "cambio de unión" (binding change) 
de Boyer (1993) y Coz y cola., (1984). iv) Finalmente el grupo de Hatefi ha 
demostrado que la unión de oligomicina al F0F 1 en partículas aubmitocondrialea 
disminuye Ja constante de segundo orden para Ja unión del ATP en condiciones de 
unieitio en Jos sitios catalíticos de la F, (una distancia de 2 a 9 nm) de 10' a 10' r.r· 1a·1 

[Matsuno-Yagi y Hatefi, 1985 y 1988]. Estos datos se pueden interpretar como que 
la unión del antibiótico al F0 ocasiona un cambio conformacional de las aubunidades 
del F0, tal que modifica a los sitios catalíticos en la F1 y se puede especular que un 
cambio así puede ocurrir después de Ja protonación (o unión de Na•), y que es 
transmitido a las aubunidadee catalíticas. Lo anterior resulta en una disminución de 
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la afinidad de los sitios catalíticos por el ATP y la proteína inhibidora (ver proteínas 
reguladoras de las F-ATPasas), así como un incremento en Ja 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 carácter proteico in vivo 
que se han caracterizado hasta el momento son dos y se han aislado a partir de las 
mitocondrias de corazón. Ambas entidades son de bajo peso molecular(< 20 kDa), y 
estables a altas temperaturas (60-SOºC). La inhibición causada por la primera, IF1, 

es revertida por el potencial de membrana [Dreyfus y cols., 1981; Lippe y cole., 
1988a]; la inhibición por la segunda (CaBI) se revierte por el aumento en la 
concentración de Ca'• [Yamada y Husel, 1983]. 

La presencia de proteínas inhibidoras en la regulación de intermediarios del 
metabolismo no es un mecanismo usual, pero no es desconocido. Se han descrito, por 
ejemplo, proteínas estables al calor que inhiben a la proteína fosfatasa 1 (de la 
cascada del AMP cíclico) [Huang y Glinsmnnn, 1976], y a la deshidrogenasa fosfatasa 
de a-oxoácidos de cadena ramificada [Damuni y cols., 1986]. 

La existencia de cantidades estequiométricas de proteínas inhibidoras es una 
vía de control de enzimas, que aún no está claro cómo o porqué se utiliza en la 
naturaleza. Una posibilidad es, que el tamaño de la proteína ocupe una región tal, 
que interactúe con varios sitios de In enzima a la que regula, dando por resultado un 
sistema con una afinidad y una especificidad muy alta. De hecho, la K• de la unión 
de IF1 a la ATPsintasa/ATPasa está en los límites nanomolares [Gómez·Fernandez 
y Harria, 1978). 

El inhibidor de la ATPsintasa/ATPasa dependiente del potencial. 

Estructura, e interacción 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 mamíferos [Pullman y 
Monroy, 1963; Cintron y Pedersen, 1979; Yamada y Husel, 1988; Jerome y cole., 
1990], aves [Rouslin, 1987], tripanosomas [Rilo y cole., 1989], levaduras [Satre y cole., 
1975] y plantas [Norling y cols., 1990]. No se han detectado proteínas homólogas en 
bacterias o los cloroplastos, pero en estas especies, la pequeña subunidad E de la F 1 
a menudo exhibe propiedades inhibitorias [Nelson y cole., 1972; Smith y Sterweis, 
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1977; Dreyfus y Satre, 1984). 

Se conocen las secuencias de JF1 de corazón de res [Frangione y cole., 1981; 
Runswick y cole., 1986], Gandida utUis [Matsubara y cole., 1981], Saccharomyces 
cerevisiae [Dianoux y Hoppe, 1987], e hígado de rata [Lebowitz y Pedersen, 1993). Al 
comparar las secuencias muestran un grado considerable de similitud [Hashimoto y 
cole., 1990; Lebowitz y Pedersen, 1993); varían considerablemente en tamaño entre 
especies desde 7.5 kDa en levadura [Dianouz y Hoppe, 1987), hasta 12.5 kda en la 
rata [Cintron y Pedersen, 1979). Por otra parte, se cree que el núcleo de la proteína 
está conservado como una a hélice anfiffiica [Harria, 1984; Jackson y Harria, 1986], 
cuyo lado hidroffiico es responsable de la interacción con la F1• Se han aislado 
anticuerpos antHF 1 que inhiben [Dreyfus y cols., 1981; Audinet y cola., 1986] o no 
afectan su unión a la F1 [Husain y cole., 1985); una explicación a estos resultados 
puede ser que los epítopes que reconocen los anticuerpos son diferentes para cada 
línea de ellos y por esto mismo unos afectan, reconocen sitios importantes para la 
interacción y, otros no afectan, reconocen sitios de unión que no involucran la 
iteracción entre el peptido regulador y la enzima. 

Se conoce cuáles son los residuos en el IF1 que son esenciales para la inhibición 
de la actividad enzimática o para percibir los cambios del potencial de energía en la 
membrana. En el IF1 de corazón de res, los residuos 1-9 pueden remover 
proteolíticamente sin afectar su actividad inhibitoria, si se quitan más de éstos, la 
proteína pierde su función [Oianoux y cole., 1982]. Se ban sintetizado péptidos 
análogos que corresponden a la región conservada de las proteínas inhibidoras 
provenientes de las mitocondrias de corazón de res, de Gandida utilis y de 
Saccharomyces cereuisiae. Al comprobar la actividad inhibitoria de cada uno de estos 
péptidos se encontró que los valores de la lw correlacionan muy bien con los obtenidos 
para cada una de las proteínas nativas [Stout y cole., 1993]. 

En la secuencia de la proteína inhibidora de corazón de res y de hígado de rata 
se han encontrado 5 residuos de histidina conservados. Se ha propuesto que estos 
residuos intervienen en la unión de IF1 con la F 1, y se ha demostrado que este evento 
sucede en menor magnitud cuando se ha tratado a la proteína inhibidora con dietil 
pirocarbonato [Guerrieri y cola., 1987]; por otra parte, se ba propuesto la misma 
función para estas histidinas, utilizando metales divalentes como Zinc, Cadmio, 
Cobalt.o, Níquel y Calcio [Chernyak y cole., 1985; Rouslin y cole., 1993]. Pero la 
función de estos residuos no se puede concluir, ya que están ausentes en la proteína 
homóloga de levadura que, igual a todas las reportadas de diferentes fuentes, tienen 
reacción cruzada con los anticuerpos contra la F 1 de corazón de res [Harria y Das, 
1991). 

El IF, inhibe Ja actividad de hidrólisis de la F1 en una relación molar de 1:1 con 
una K• - 10 .. M [Gómez-Fernández y Harria, 1978]. Al parecer, en la unión está 
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involucrada la región e.terminal de una de las subunidades J} [Jackson y I-lnrds, 1988] 
y no su sitio activo (colocado en la región central de la misma subuuidad lDuncan y 
cole., 1986]). Se ha visto que la unión del IF 1 a la F 1 ocasiona que quede atrapado un 
mol de nucleótido por mol de F1 en uno de los sitios catalíticos [Di Pietro y cola., 1988; 
Milgrom, 1991]. El nucleótido 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 11[Milgrom,1991]. 

El efecto inhibidor del IF1 se observa tanto en la catálisis unisitio (con un 
número de recambio que no involucra cooperatividad intersubunidades), como en la 
catálisis multisitio (en la cual hay cooperatividad intersubunidades) [Kalashnikova 
y cole., 1988; Harria, 1989]. Esta propiedad contrasta con lo reportado para 
inhibidores como la azida [Harria, 1989) y la subunidad E en bacterias y los 
cloroplastos [Dunn y cola., 1987; Andrajole y Harria, 1990], los cuales inhiben 
solamente cuando existe cooperatividad entre sitios i.e. la catálisis multisitio. 

Dentro de los modelos que se tienen para explicar en donde ejerce su función 
inhibitoria el IF1 en la F,. se piensa que el IF1 interactúa con el C·terminal de una de 
las tres subunidades J} de la F1 [Jackson y Harria, 1988; Klein y cola., 1980], a la cual 
se le ha denominado como ~', para diferenciarla de las otras dos. Dado que la 
estequiometrfa del IF1 en el complejo ATPsintasa/ATPasa es de 1:1, debe existir una 
subunidad ~ que tiene mayor afinidad por el IF1• Este fenómeno constituye una de 
las evidencias para explicar la asimetría intrínseca de la ATPsintasa/ATPasa. Pero 
en estudios recientes se ha encontrado que el IF 1 se une en la vecindad de las 
subunidades a y J} Como ejemplo se tienen los experimentos del grupo de Tagawa 
(Mimura y cola., 1993] quienes trabajando con la enzima de las mitocondrias de 
levaduras (que tiene tres subunidades reguladoras: el IF1, y las proteínas de 9 y 15K), 
construyeron mutantes carentes de una o más de las proteínas reguladoras y usando 
el reactivo de entrecruzamiento EEDQ (que tiene una longitud de cero átomos de 
carbono), comprobaron que el IF1 se une tanto a la subunidad a como a la ¡l. Estos 
resultados, sugieren que el sitio de unión del IF1 está en la interfase entre estas dos 
subunidades, que por mucho tiempo se pensó era el sitio catalítico de la F1• 

En este sentido, existen en Ja actualidad nuevas aportaciones derivadas de 
experimentos de biología molecular, por ejemplo, se conoce el sitio de interacción del 
IF1 en la F1 que incluye la secuencia DELSEED (codigo de aminoácidos de una sola 
letra), que corresponde a Jos residuos 394·400 de la subunidad J} [Jackson y Harria, 
1988]; por otra parte, las ATPasas de tipo "F" son inhibidas reversiblemente por una 
variedad de cationes amfipáticos [Bullough y cola., 1989a], incluyendo a Ja quinacrina, 
la cual se une también a la región DELSEED de la subunidad ~ [Bullough y cola., 
1989b] y el decualinio, el cual interactúa con la región adyacente [Zhuo y cola., 1993]. 
Es posible que esta región en la subunidad J} sea parte del sitio de unión de una gran 
variedad de cationes antipáticos inhibidores de la enzima [Bullough y cols., 1989aJ. 
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Ua región carboxilo terminal de Ja subunidad li en donde se encuentra la región 
DELSEED, consiste de U!JB trenza de seis a-hélices, y provee de un mayor contacto 
entre las subunidades li catalíticas y la estructura central (formada por a-hélices) en 
la subunidad y. Es muy posible que la unión del IF1 a este dominio de la subunidad 
li en la F1 modifique las interacciones propias de la catálisis y de la inhibición de la 
enzima (Walker, 1994]. 

Se ha encontrado una pequeña relación en la secuencia del carboxilo terminal 
de la eubunidad fl y el IF1 de corazón de res que tal vez explique el mecanismo 
inhibitorio [Stout y cola., 1993]. Si la región homóloga en el IF 1 compite por el sitio 
de unión en la secuencia relacionada en la subunidad fl, entonces se previenen 
interacciones esenciales. Probablemente, estas interacciones incluyan a la región 
central de la subunidad y y la región carboxilo terminal de la subunidad fl [Walker, 
1994). Segmentos de péptidos sintéticos de la región carboxilo terminal de la 
subunidad ¡i actlian como inhibidores de la F1 [Stout y cole., 1993], y sostienen esta 
idea. 

Erecto del estado energético sobre la acción illhibitoria de JF'¡. 

Etectoa sobre la hidrólisis del ATP. 

Como se mencionó con anterioridad, la disipación de un potencial de membrana 
(Aljf) a través de la membrana interna mitocondrial (e.g. al iniciarse el flujo de 
electrones, por la o:ddación de sustratos respiratorios), ocasiona una activación de la 
capacidad de hidrólisis de la ATPsintasa/ATPasa tanto en partículas 
aubmitocondriales como en las mitocondrias intactas. Este fenómeno se debe al 
movimiento del IF 1 de su sitio de inhibición en la enzima [van de Stadt y cole., 1973; 
Schwerzmann y Pedersen, 1986; Dreyfus y cola., 1981]. Bajo estas condiciones, cuando 
las interacciones no específicas se suprimen(+ 50 Mm de Kcl o+ citocromo e), el IF1 
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 hidrólisis observada [Schwerrzmann y Pedersen, 1981; 
Lippe y cola., 1988b; Husain y Harria, 1985]. 

Si se omiten la sal y/o el citocromo e de estos experimentos, algo del IF 1 se 
encuentra asociado con las membranas mitocondriales, pero no inhibe la actividad de 
hidrólisis (van de Stadt y cola., 1973; Cintron y Pedersen, 1979; Dreyfus y cola., 1981; 
López-Mediavilla y cola., 1993}. Esta unión es máa evidente en preparaciones que 
contienen detergentes [Chernyak y cola., 1987]; Lo anterior indica Ja presencia de 
sitios de unión del lF 1 no inhibidores en la membrana interna mitocondrial [Rouslin 
y cola., 1993]. 
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Buscando los sitios de unión no inhibitorios de IF1 en la membrana interna 
mitocondrial, el grupo de Godinot encontró que además de unirse a la subunidad P 
de la F 0 el IF1 se une a una proteína membranal de bajo peso molecular {5·6 k.Da). 
Estos resultados, se obtuvieron utilizando anticuerpos monoclonales contra IF., 
además de reactivos de entrecruzamiento en partículas submitocondriales. A partir 
de estos experimentos se concluyó que al entrecruzar a esta proterna con IF 1, se 
obtiene un producto de 15-16 kda, que migra diferente del IF 1 o de su dímero en geles 
de poliacrilamida en presencia de SOS. Una vez que el complejo IF1·proteína de 5·6 
kDa, se ha aislado, se puede disociar parcialmente al inhibidor. Con estos 
experimentos se ron firma la idea de que el IF 1 se une a sitios inhibitorios en la 
subunidad p de la F, y a sitios no inhibitorios que se encuentran en la membrana en 
una proteína de bajo peso molecular [López-Mediavilla y cola., 1993). 

La re-unión del IF1 a la F 1 ocurre en suspensiones de membranas, y se 
estimulada con Mg·ATP [Cintron y Pedersen, 1979; Gómez-Femández y Harria, 1978). 
Este proceso ocurre a pH moderadamente ácido y requiere la hidrólisis de 
aproximadamente 1,000 moléculas del ATP por molécula de ATPsintasa/ATPasa para 
una unión eficiente [L6pez-Madiavilla y cola., 1993). Entonces en la membrana 
interna mitocondrial, la interacción del IF 1 con la F 1 parecen estar en un estado 
estacionario hasta que a1gt1n factor externo -como el 41¡1· promueva la remoción del 
IF1 y/o su re-unión con Mg·ATP [Harria, 1984; Lippe y cola., 1988&]. El equilibrio 
dinámico, en el cual la unión y liberación de IF, ocurre simultáneamente en el total 
de las moléculas de ATPsintaaa/ATPasa ha sido demostrado en partículas 
aubmitocondriales de corazón de res [Power y cols., 1983]. 

Efectos sobre la sfntesi& del ATP. 

La característica más controvertida de las funciones del IF1, es la relación que 
existe entre el contenido de IF1 (o la capacidad de hidrólisis), y la actividad de la 
enzima en dirección de la síntesis del ATP. De hecho, se esperaría que tanto la 
síntesis como la hidrólisis involucren a los mismos sitios en la enzima; entonces IF 1 
inhibiría a ambas reacciones igualmente, pero el IF1 claramente sólo inhibe a la 
hidrólisis cuando se induce por el flujo de protones (Schwerzmann y Pedersen, 1981), 
o vía gradientes de pH artificiales [Husain y Harria, 1983). El grupo de Harria 
propone que existe una estrecha correlación entre la cinética de activación de la 
hidrólisis y la capacidad de síntesis en partículas submitocondriales [Lippe y cols, 
1988). El grupo de Gómez-Puyou propone que la capacidad de hidrólisis (y la 
liberación de IF 1) es más lenta (t111= 3 min) que la capacidad de síntesis (t.,.= 5 sec) 
[Tuena de Gómez-Puyou y cola, 1988). Eeta discrepancia en las cinéticas ha sugerido 
que la síntesis y la hidrólisis ocurren en eitioa diferentes de la ATPeíntasa/ATPasa 
[Schwerzmann y Pedersen, 1986; Tuena de Gómez-Puyou y cola., 1988), en donde la 
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síntesis es activada por algún proceso aún no conocido, posiblemente con el 
desplazamiento del IF1 que es más rápido que su liberación. 

El grupo de Harria optó por tratar de resolver esta paradoja en términos de las 
anomalías cinéticas de las metodologías utilizadas [Husain y cole., 1985]. Observaron 
que los cursos temporales de la activación de la hidrólisis y la liberación del IF1 son 
bifásicos, con una fase rápida que corresponde a la velocidad de inducción de la 
síntesis. La fase lenta se interpreta en términos de la pérdida de IF1 del equilibrio 
dinámico (e.g. por agregación o adsorción en las paredes de los recipientes usados), 
siendo un estado de naturaleza no fisiológica. Esta segunda fase incrementa la 
capacidad de hidrólisis (cuantificada en condiciones desacopladas), incrementando la 
cantidad de IF1 liberado de la membrana; Dr hecho, no hay un incremento en la 
capacidad de síntesis hasta que un número suficiente de enzimas se han encendido, 
lo que puede estar limitado por el aporte de energía. Entonces no es necesaria la 
existencia de sitios diferentes para la síntesis y la hidrólisis para explicar las 
cinéticas de activación, pero esto no se ha comprobado con exactitud. 

El mecanismo de liberación de IF1• 

El mecanismo por medio del cual el IF1 es liberado de la ATPsintasa/ATPasa 
aún no es conocido. No es claro, por ejemplo, cómo el IF 1 que está 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 [Harria y cols., 1979] o la 
naturaleza de la cabeza de los fosfolípidos [Seeling y cols., 1987] como mediadores de 
estos efectos, no son concluyentes. Una posibilidad es que el IF1 puede existir en dos 
conformaciones que son interconvertibles lentamente en solución [Panchenko y 
Vinogradov, 1985; Fujii y cole., 1983]; la forma protonada es la forma activa (se une 
fuertemente a la ATPsintasa/ATPasa). y la transición entre esta forma y la 
desprotonada tiene un pKa de 6.8 en solución (cambiando a pH 8.8 en el complejo 
F0F1I [Khodjaev y cola., 1990]). 

La dependencia del pH para la inhibición de la ATPsintasa/ATPasa por el IF1 
puede atribuirse a uno de tres posibles mecanismos: un efecto global en el complejo 
F .,F" un efect.o en el IF 1, o un efecto en residuo( a) de F .F 1 o de IF 1 que está(n) 
directamente involucrado(s) en la(s) interacción( es) de ambas moléculas. La hipótesis 
favorecida es que el cambio de pH actúa sobre IF1, esta idea se ha incorporado a las 
de los posibles mecanismos de acción del IF1 [Panchenko y Vinogradov, 1985; 
Khodjaev y cols., 1990]. 

Utilizando la técnica de espectropolarimetría de dicroísmo circular para 
analizar los cambios de IF1 en un amplio rango de pH, el grupo de Pedersen 
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[Lebowitz y Pedersen, 1993], encontró que existen cambios de estructura en el !F1 (de 
las mitocondrias de hfgado de rata) debidos al cambio de pH. Estos cambios 
estructurales muestran una dependencia similar a la función del IF1• Al disminuir el 
pH se observa una pérdida de la estructura rfgida de hélice que se requiere para la 
unión del IF1 e inhibir la hidrólisis (el pH óptimo de inhibición por el IF1 es de 6.8). 
Este trabajo está en concordancia con lo reportado por el grupo de Tagnwa [Fujii y 
cole., 1983], con la protefna inhibidora de levadura y con lo reportado por Sah y 
colaboradores (1993) con la proteína inhibidora de las mitocondrias de corazón de 
búfalo. Este último trabajo muestra que a un pH de 6.5, la estimación de la 
estructura secundaria para el IF1 es de 0% de a hélice y 63 % de hojas p y el resto por 
otras estructuras como vueltas p y al azar; por el contrario, a un pH de 8.0 hay 56% 
de a hélice y sólo 3% de hojas fl. 

El papel fisiológico del IF\ 

El papel fisiológico del IF1, es conservar la cantidad del ATP generado 
principalmente por la fosforilación oxidativa, en condiciones en las cuales la 
mitocondria no esté acoplada [lchikawa y cole., 1990]. Existe un número considerable 
de estudios que seilalan que la unión del IF1 a la ATPsintasa/ATPasa es el regulador 
fisiológico de la hidrólisis. Por ejemplo, los experimentos de Rouslin (1983), indican 
que la actividad inhibitoria del IF1 aumenta durante la isquemia; se han demostrado 
cambios en los niveles de oxidación en eorazones perfundidos por medio del 
subsecuente aislamiento de la membranas internas mitocondriales, las cuales tienen 
diferente capacidad de hidrólisis ant.es (control) y después del tratsmiento. Das y 
colaboradores (1989) también han demostrado que, en un cultivo de miocitos 
cardíacos, la anoxia decrece la capacidad de hidrólisis en un 40%, y por el contrario 
una estimulación eléctrica rápidamente la incrementa en aproximadamente 60'k. Este 
incremento se detiene cuando se deja de aplicar el impulso eléctrico. La capacidad 
para incrementar la velocidad de la hidrólisis está desapareada con el 11 ujo de 
electrones en la hipertensión arterial y puede revertirse por el tratamiento con drogas 
[Das y Harria, 1990 y 1991]. Estos resultsdos, implican que la ATPsintasa/ATPasa 
está regulada directamente in vivo. Está regulación está mediada por el IF1, aunque 
también los niveles de calcio son muy important.es. 

De manera similar a lo anterior, se ha reportado que al cuantificar los niveles 
del IF 1 en células normales de hfgado y en células tumorales como las del hepatoma, 
la cantidad de IF1 es mayor en las células anómalas. Est.e incremento de IF1 es 
congruente con el alto grado de glicólisis que se observa en estos tumores [Chernyak 
y cols., 1987]. 
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LA PROTEINA INHIBIDORA DEPENDIENTE DE 
CALCIO. 

Estructura e interacción con la ATPsintasa/ATPasa. 

El tratamiento de algunas preparaciones de partículas submitocondriales de 
corazón de res [Yamada y Huzel, 1988] o de perro [Rouslin y Broge, 1989] o de 
músculo esquelético de rata [Yamada y Huzel, 1980] con calcio a una concentración 
de alrededor de 1 µM ocasiona un incremento en su actividad de hidrólisis sin la 
liberación del IF1• Esta activación se acompaña de la liberación de una proteína 
pequeña (6.3 kDa), y estable al calor que se ha llamado Inhlbidor que une Calcio 
(CaBI), que es diferente del IF1 tanto antigénicamente, como en la composición de 
amino ácidos [Di Pietro y cole., 1988; Yamada y Huzel, 1988]. La proteína purificada 
inhibe la actividad de hidrólisis de las partículas submitocondriales en ausencia de 
calcio. Se conoce poco acerca de su estructura, su afinidad y sitio de unión en la 
ATPsintasa/ATPasa. Se supone que la forma de inhibición es a través de un dímero 
de 12.5 kDa, el cual se disocia en monómeros por acción del aumento en los niveles 
de calcio [Yamada y Huzel, 1981]. 

El efecto del CaBI en la síntesis del ATP se ha investigado en partículas 
submitocondriales de corazón de res (preincubadas previamente para eliminar los 
efectos del IF1). En partículas que contienen un alto contenido de CaBI la síntesis del 
ATP aumenta, y la hidrólisis se inhibe; por el contrario en partículas con un bajo 
contenido de CaBI, la síntesis es baja y la hidrólisis muy alta [Yamada y Huzel, 
1989). Sorprendentemente, el efecto del CaBI en la síntesis es opuesto al ejercido 
sobre la hidrólisis (cf. IF1, el cual inhibe ambas funciones). En estas investigaciones, 
no se agregó un sistema secuestrador de ATP -hexoquinasa- cuando al cuantificar la 
síntesis, y los niveles de ATP se determinaron después de 4 min; es posible que los 
niveles observados del ATP reflejen un balance entre la síntesis realizada por algunas 
partículas y una alta velocidad de hidrólisis realizada por otras partículas (¿tal vez 
desacopl&dae?). Un fenómeno similar se ha observado en ensayos con partículas 
submitocondriales depletadas del IF1 [Beltrán y cols., 1986]. 

El papel del CaBI en la ATPsintasa/ATPasa in vivo requiere de mucha más 
investigación, pues en las mit.ocondrias de corazón hay un alto contenido de esta 
proteína (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 ellcelente candidato para 
conferir sensibilidad al calcio en la regulación de la enzima de corazón. 
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PROTEINAS INHIBIDORAS DE ATPasas P y V. 

Inhibidores de las P·ATPasas. 

El ejemplo clásico para una enzima de tipo Pes la ATPasa de Na•fK• (conocida 
también como la bomba de sodio), que ea responsable del transporte de iones sodio 
y potasio a través de las membranas de los eucariontes a expensas de la hidrólisis del 
ATP. La bomba se inhibe específicamente por ouabafna [Schuurmans-Stekhoven y 
Bonting, 1981], por glicósidos endógenos [Fishman, 1979; Tal y cols., 1986) y algunos 
péptidoa que varían en peso molecular [Araki y cola., 1989; Araki y cola., 1990; 
Ishizuka y cols., 1991; Chandra y cole., 1993]. En el año de 1988 ae reportó que un 
extracto de cerebro de rata puede estimular o inhibir a la ATPasa de Na•fK• [Amaiz 
y cols., 1988). A partir de estos resultados, Chandra y cole., (1993) describen la 
presencia de una proteína inhibidora aislada del citosol de cerebro de rata que inhibe 
específicamente a la ATPasa de Na•fK• de cerebro y riñón y a la ATPasa H'/K• de 
mucosa gástrica de sapo, pero no tiene efecto sobre las Ca", Mg"•-ATPasas y la ca>+
ATPasa aisladas de testículo de rata o de espermatozoides de cabra. Se ha 
demostrado que la acción inhibitoria por este péptído se ejerce cerca del sitio 
catalítico de la enzima, su unión es reversible y de naturaleza competitiva con el 
sustrato. La inhibición óptima se encuentra alrededor de la temperatura de transición 
de fase de la Na•tK• ATPasa y su actividad inhibitoria depende parcialmente de 
grupos ·SH o ·NH2. 

Por otra parte, se ha reportado la presencia de un péptido inhibidor de la Ca2
•

ATPasa del retículo sarcoplásmico [Norayanan y cole., 1983]. 

Es muy importante hacer notar que les enzimas de tipo P (Ne'/K' y ca••. 
ATPasas), están sujetas a regulación por una multitud de agentes fisiológicos, como 
las catecolaminas [Horowitz, 1979], las hormonas tiroideas {Smith y Edelman, 1979], 
los compuestos semejantes a la ouabaína [Fishman, 1979], y péptidos [Araky y cole., 
1989; Araki y cols., 1990; lshizuka y cols., 1991]. Esta regulación tan estricta se debe 
a que estas enzimas pueden hidrolízar grandes cantidades de ATP, y disminuir de 
manera importante las reserves del nucleótido; por ello pareciera útil que estén 
su.jetas a un numero considerable de factores reguladores. 

lnhibidore• de lu V-ATPasaa. 

La regulación de la H• -ATPasa vacuolar en la acidificación de los organelos, o 
transepitelial, ae ha atribuido a los efectos del gradiente electroquímico (bµH+J a 
través de la membrana o a cambios en el número de bombas de protones. 
Recientemente se ha reportado la existencia de una proteína aislada del citosol del 
riñón de res, que inhibe tanto la actividad de hidrólisis como la translocación de 
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protones de la H'-ATPasa vacuolar. El peso molecular de esta proteína es de 6.3 kDa, 
muy similar al de la F.,F1 ATPsintasa/ATPasa mitocondrial, y posiblemente existe 
como dímero en su forma activa (lo que recuerda al CaBIJ [Zhnng 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 unión para el inhibidor semejantes. A diferencia 
del IF1, cuyo efecto inhibitorio es óptimo 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 máximo a un pH de 7.5. Esta 
diferencia seguramente refleja el posible papel fisiológico del inhibidor vacuolar: al 
incrementarse el pH citoplásmico, el inhibidor se torna efectivo y las reservas de ATP 
permanecen constantes. 

Estudios recientes han revelado que la regulación de la inhibición de la 
ATPsintasa/ATPasa mitocondrial es muy compleja y que participa más de un tipo de 
proteína inhibidora [Yamada y Husel, 1988; Cintrón y Pedersen, 1979), y dos 
proteínas de bajo peso molecular adicionales [Hashimoto y cols., 1990). De una 
manera similar las proteínas reguladoras de la H'-ATPasa vacuolar pueden dar a la 
célula la regulación de la acidificación independiente y en diferentes organelos. 
Apoyando esta idea se encuentra el reciente reporte de la identificación 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 síntesis del ATP durante la fosforilación oxidativa y la 
fotofosforilación. Actualmente se conoce mucho acerca de su composición polipeptídica 
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 está 
del todo claro. 

La complejidad estructural de esta enzima ha obligado a resolver preguntas 
utilizando cada uno de sus componentes (al sector F0, al sector F1, al sector F,
proteína inhibidora y al complejo FoF,> individualmente. Existen metodologías 
diferentes para el aislamiento y purificación de la enzima tanto para el complejo 
integral CFoF1l, como para cada uno de sus componentes por separado el F 0 y la F¡; 
sin embargo, en condiciones nativas, la ATPsintasa mitocondrial está constituida por 
la porción F0 y la porción F1 con la proteína inhibidora unidas por las subunidades 
del cuello. Es precieamente este hecho el que ha ocasionado una falta de claridad en 
cuanto a la composición polipeptídica del complejo FoF1 de organismos eucariontes, 
pues en algunas preparaciones se encuentran proteínas que en otras no; todo depende 
de la metodología que se utilice para aislar y purificar al complejo. Por otra parte, se 
han realizado estudios sobre el sistema nativo en partículas submitocondriales [e.g. 
Tuena de Gómez-Puyou y cole., 1983]; existe sólo un trabajo que reporta el 
aislamiento de un complejo FoF1-proteína inhibidora de mitocondrias de corazón de 
res, con el cual se obtuvieron las secuencias amino terminales de las subunidades de 
las que no se t.enía esta información [Walker y cola., 1991]. 

Ea important.e deearrollar una metodología que permita el aislamiento de un 
complejo ATPsintasa/ATPasa mitocondrial de manera integral !FoF1-proteína 
inhibidora), que corresponda a la forma nativa estructural y funcional de la enzima. 

En el laboratorio se cuenta con una metodología que permite obtener un 
complejo FoF1-proteína inhibidora de mitocondrias de corazón de rea, el cual se ha 
caracterizó parcialment.e en el sentido de la hidrólisis del ATP. Este complejo 
enzimático posee características que van de acuerdo con lo reportado para el sector 
F1I (Adolfaen y cola., 1976 y Gómez-Puyou y cola., 1986), y con complejos F0F 1 [Stigall 
y cola., 1978; Dreyfua y cole., 1984; Laird y cola., 1986, Walker y cola., 1991]. 

28 



Este estudio permitió la comparación de dos diferentes preparaciones de 
ATPsintasa/ATPasa, una que está libre del efecto funcional de la proteína inhibidora 
(complejo FoF1 activo) [Dreyfus y cols., 1984] y otra que posee ffsica y funcionalmente 
al péptido inhibidor (complejo F.)'1 latente) [Vázquez-Contreras, 1992]. La 
comparación se realizó tomando el protocolo para aislar al complejo F0F 1 tal cual 
habla sido reportado por Dreyfus y colaboradores (1984), lo que implica que la 
solubilización de la enzima de las partículas submitocondriales se lleva a cabo con el 
det.ergente Lauril dimetilamino óxido. Las caract.erísticas de ambas preparaciones se 
muestran en la Tabla l. 

Caracterútlca F,,F,I F,.F, 

Hidrólisis (control) 1.2 4 

Hidrólisis + Ofüiomicina 0.15(85-95) 0.6(80-90) 

Hidrólisis + DCCD 0.18(80-90) 0.6(80-90) 

Rendimiento (de prote!na inicial) 6% 8% 

Efecto de 11reincubación (60ºC) 9.99(833) No hay efecto 

Efecto de 1>reincubación CKCll 3.0(250) No hay efecto 

Parámetros cinéticos V_= l.3;K..= 148 v_.= 3.9;K..=142 

Efecto del magnesio libre Inhibe por arriba de Inhibe por arriba de 
6mM 6mM 

pH ácido (6.8) La actividad decrece 
Efecto del pH a 60° permite una mejor más rápidamente 

estimulación con pH ácido (6.8). 

Tabla l. Comparación de laa caracterf1ticaa funcionalH de 101 complejo• F.,F1 octivo 
(Dny!luycola., 19841yF.,F11(Vllzque1-Contrel'81,1992). Hidr6lilli1 en pmolmin''m¡-1• 

La v_ en pmolmin''ml'' y la K., en pM, Lo• 11perimentot.., realilaron con 10,., del 
complejo en 350p) )' a 30"C y 15 min. Loo nlimeroa entre parfnteoio aeftalan el 
pareen~ de eotimulaci6n o Inhibición del control. 
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OBJETIVO. 

En el laboratorio, como ya se mencionó, se desarrolló una metodología que 
permite obtener un complejo F.,F1-proteína inhibidora de mitocondrias de corazón de 
res presumiblemente en estado nativo, el cual se ha caract.erizado parcialmente en 
el sentido de la hidrólisis. Este complejo enzimático posee características que 
concuerdan con lo reportado para el sector F 1 con la proteína inhibidora presente, por 
lo cual se le a designado como complejo F.F, latente por homología con el complejo F,I 
al cual se le designa como complejo F 1 latente, pues bajo ciertas condiciones es capaz 
de aumentar la velocidad de hidrólisis del ATP debido a la remoción de la proteína 
inhibidora. Por otra parte, la actividad de hidrólisis es sensible a los inhibidores 
clásicos de las enzimas "F" (oligomicina y DCCO). 

El objetivo principal de este proyecto se relaciona muy estrechamente con el 
conocimiento de las propiedades estructura-función de la ATPsintasa/ATPasa de 
mitocondrias de corazón de res. Tomando en cuenta que las funciones fisiológicas de 
la enzima (complejo F.,F.-proteína inhibidora), están desplazadas hacia el sentido de 
la síntesis del ATP y que la hidrólisis del mismo por este complejo ha sido 
parcialmente caracterizada, en este trabajo se prer.ende estudiar a la 
ATPsintasa/ATPasa en el sentido de su función fisiológica, la síntesis del ATP, 
monitoreada a través de la reacción de recambio ATP-"'Pi, y estudiando a la par la 
hidrólisis del ATP en un sistema reconstituido en liposomas. 

La estrategia a seguir consiste en cuantificar el efecto de la presencia de la 
proteína inhibidora en el complejo ATPsintasa/ATPasa en las reacciones que cataliza 
comparando contra un complejo carente de la regulación del péptido inhibidor 
(complejo F.F1 activo). 
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MATERIALES Y METODOS 

Aislamiento de las mitocondrias de corazón de res. 

Las = wcondrias se aislaron a partir de corazones frescos de res. Todo el 
procedimiento se realizó a 4ºC. Se siguió básicamente el método descrito por Lów y 
Vallin [1963;. Se eliminó el tejido conjuntivo y la grasa. Se molió el músculo, por cada 
400 g de car.oe molida se añadió 1.2 1 de sacarosa 0.25M, EDTA 0.015M, Tris-Cl 
0.005M (pH 7.4). Se ajust.ó el pH a 8.0 con una solución de Tris saturada. En una 
licuadora Waring se homogeneizó durante 5s por lmin. Inmediatamente después, se 
reajust.ó el pH a 8.0 con Tris saturado. El homogenado se centrifugó a 7,500 x g por 
10 min, en w: rotor Sorvall GS3. El sobrenadante se filtró a través de 2 capas de 
gasa, el filtrado se centrifugó a 25,000 x g por lOmin, en un rotor Sorvall GSA. Se 
eliminó el sobrenadante. La pastilla se resuspendió en sacarosa 0.25M, Tris-CI 
0.005M (pH 7.4). Se homogeneizó y centrifugó a 25,000 x g por lOmin en un rotor 
GSA. La pas:illa resultante está 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 están sus membranas. Con una solución de 
Sacarosa 0.2.SM, Tris-Cl 0.005M (pH 7.4) se ajust.ó la concentración de proteína a 
aproximadamente 60 mg/ml para las mitocondrias pesadas, mientras que las ligeras 
se resuspenden en el volumen que las contiene. La cuantificación de proteína se llevó 
a cabo por el método del biuret [Gornal y cole., 1949]. Las mitocondrias se 
almacenaron en alícuotas a -70'C hasta su utilización. 

Preparación de las partículas submitocondriale• de Klein. 

Se siguió el método descrito por Klein y colaboradores (1982). Se resuspendió 
una alícuota de mitocondrias ligeras a 20 mg/ml en sacarosa 0.25M, KCI 0.075M, 
Tris-SO, 0.03.!d (pH 8.0), EDTA 0.002M (pH 8.0 con H,SO,). Se sonicó en lotes de 20 
mi por 45 s ues veces en un sonicador Branson 250, con intervalos de 15 s de 
descanso, en un baño de agua-hielo. El sonicado se centrifugó por 20 mina 37,500 x 
g y 4'C. Se incubó el sobrenadante por 60 min a 30ºC, transcurrido este tiempo se 
centrifugó a i5,000 x g durante 90 min a 25'C en un rotor 60ti. El sobrenadante se 
guardó a -70'C (a partir de él se aísla la proteína inhibidora). El precipitado se 
resuspendió en sacarosa 0.25 M,Tris 0.005 M (pH 7.4), y se determinó la 
concentración de proteína por el método de biuret [Gomal y cole., 1949], y la actividad 
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de hidrólisis por el método espectrofotométrico [Pullman y cole., 1960]. las partículas 
se almacenaron en alícuotas en nitrógeno líquido, hasta su utilización. 

Si se parte de 2.0 a 2.5 g de mitocondrias se obtienen aproximadamente 700 
mg de partículas submitocondriales. La actividad de hidrólisis de éstas fue de 
alrededor de 5 µmol min'1 mg·• 

Preparación de las partículas submitocondriales Mg-ATP. 

Se siguió el método descrito por Lee y Emster [1967]. Se resuspendieron 
mitocondrias pesadas a una concentración de 10 mg/ml con sacarosa 0.25M, ATP 
0.006M, Acetato de Magnesio 0.006M, y se ajustó el pH entre 6.9 y 7.1 con una 
solución de NaOH concentrado, se sonicó la suspensión en alícuotas de 20 ml durante 
5 períodos de 45 segundos y 15 segundos de descanso, en un sonicador Branson 250, 
procurando no elevar la temperatura por arriba de lO'C, utilizando un baño agua· 
hielo. El sonicado se centrifugó a 37,500 x g por 15 min y 4ºC en un rotor SS34; el 
sobrenadante que contiene a las psm Mg·ATP se centrifugó a 100,000 x g por 45 min 
a 4ºC en un rotor 60Ti. El precipitado se resuspendió en el volumen inicial con 
sacarosa 0.25M. y se repitió el paso anterior. A continuación, se resuspendió a las 
partículas en el mínimo volumen posible con sacarosa 0.25M y se cuantificó la 
concentración de proteína por el método del biuret [Gomal y cole., 1949]. Las 
partículas se almacenaron en alícuotas en nitrógeno líquido hasta su utilización. 

Si se inicia con 2.0 a 2.5 g de mitocondrias se obtienen aproximadamente 600 
mg de partículas submitocondriales. Dado que la ATPsintasa/ATPasa contenida en 
estas partículas está regulada por el IF 1, la actividad de hidrólisis fue menor a 1 µmol 
min'1 mg'1, 

Aúllamiento del complejo F~1• 

Se siguió como base el método reportado por Dreyfus y colaboradores (1984), 
con la siguiente modificación: el detergente utilizado fue el n-Dodecil p D·Maltósido 
(lauril malt.ósido <LM)) en vez del lauril dimetilamino óxido. A partir de 13.5 rng de 
psm·Klein, se llevó la concentración a 3 mg/ml con sacarosa 0.15M, EDTA 0.002M 
(pH 7.5) en 4.5 mi. Se agregó a esta solución un volumen igual de LM 9mg/ml gota 
a gota en agitación constante y a 4ºC durante 30 min. Transcurrido el tiempo, se 
centrifugó 60 min a 100,000 x g y 4ºC en un rotor 50Ti. El sobrenadante resultante, 
se aplicó a una columna cromatográfica (1 X 5 cm), cargada con sefarosa-hexilamonio, 
previamente equilibrada con Tris..CI 0.02M (pH 7.5), EDTA 0.002M, Coleto de Sodio 
O.OlM, fosfatidil colina 3 mg/ml (sonicada para dispersar). El flujo de elución fue de 
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3 mV15 min. Se lavó con 40 mi del mismo amortiguador y, se eluyó con 12 mi del 
mismo amortiguador más KCI lM. A continuación, se precipitó con un volumen de 
sulfato de amonio saturado a (pH 7.5) y se incubó durante 30 mina 4"C. Transcurrido 
este tiempo, se centrifugó 15 min a 25,000 x g y 4°C en un rotor SS34. Se resuspendió 
en el mínimo volumen posible de Tris·CI 0.02M (pH 7.5), EDTA 0.002M, Colato de 
Sodio 0.01M, sacarosa 0.25M, fosfatidil colina 30 mg/ml (sonicada para dispersar), 
esta solución debe usarse con los lípidos recién sonicados. Se cuantificó la proteína 
por el método del ácido bicinconínico (BCA) [Smith y cola., 1985). 

El complejo F .,F 1 se puede guardar en nitrógeno líquido por aproximadamente 
seis meses sin perder ninguna de sus propiedades. 

Aislamiento del complejo F,;F,L 

Se siguió la metodología reportada por Vázquez-Contreras [1992]. A partir de 
13.5 mg de psm Mg·ATP, se lleva la concentración a 3 mg/ml en un volumen de 4.5 
mi, con sacarosa 0.15M, MES.Tris 0.02M (pH 6.8), ADP O. lM ; se agregó gota a gota 
a la solución de psm un volumen igual de LM 9 mgfml en agitación constante y a 4°C. 
se centrifugó a 100,000 x g durante 60 min y a 4ºC en un rotor 50Ti. El sobrenadante 
se aplica a una columna cromatográlica (1x5 cm), cargada con sefarosa hexil-amonio, 
equilibrada previamente con 20 ml de MES.Tris 0.02M, EDTA 0.002M, Colato de 
sodio O.OlM, ADP 0.005M, fosfatidil colina 3 mglml (sonicada para dispersar). Se 
eluyó a un flujo de 3ml por 15 min y, colectado en fracciones de 3 ml. Se lavó la 
columna con 40 mi del mismo amortiguador con un flujo de 3 mi por 10 min. y se 
eluyó con 12.5 mi del amortiguador, más KCI lM a un flujo de 2.5 mi por 15 min. Se 
precipitó con un volumen de sulfato de amonio saturado (pH 6.8) a las fracciones 2 
y 3, que contienen a la proteína (previa verificación por método de Bradford (1976]). 
Se incubó 30 mina 4ºC y se centrifugó a 37,500 x g durante 15 mina 4°C en un rotor 
SS34. La pastilla se resuspendió con 50µ1 de sacarosa 0.25M, MES-Tris 0.02M, EDTA 
0.002M, Coleto de sodio 0.002M, ADP O.OOOlM (pH 6.8), fosfatidil colina 30 niWml 
(sonicada para dispersar). Esta solución debe de usarse con los lípidos recién 
sonicados. La concentración de proteína se cuantificó por el método de BCA [Smith 
y cola., 1985]. 
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Determinación de la concentración de proteína. 

Biuret 
Gornal y cols., 1949. 

Este método se utilizó para cuantificar la concentración de proteína de las 
suspensiones de mitocondrias y partículas submitocondriales. A partir de una fracción 
que contenga de 0.1-2.0 mg de proteína, se agregó 0.8 ml de agua, 0.2 mi de 
desoidcolato de sodio (2 % ), 2.0 mi del reactivo de biuret (1.5 g de CuS0,.,6.0 g de 
tartrato de sodio y potasio en 500 mi de agua; después 300 mi de NaOH (10 %), y 
aforar a un litro. Toda la solución se preparó con agua destilada :i:: hervida para evitar 
la presencia de CO,). Se agitó e incubó 15 min, y se leyó a 540 nm contra un tubo 
blanco sin proteína. Para la curva estándar se utilizó albúmina de suero de res 100 
mg/ml; 1 mg de albúmina en el ensayo produce una absorbencia de 0.085. 

Bradford o Azul de Coomasaie. 
Bradford, 1976. 

Este método se utilizó para cuantificar las proteínas del material soluble y es 
confiable hasta para 10 µg proteína en la muestra. La solución colorante se prepara 
agregando 100 mg de azul de Coomassie a 50 mi de etanol (95 % v/v), se mezcla con 
100 ml de ácido fosfórico (85 % v/v) y se afora a 11 con agua destilada. Se filtra y se 
conserva en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

Se agregaron dos mililitros de la solución de Bradford a la muestra de proteína 
en un mililitro, y dos minutos después de haberla agitado, se lee a 595 nm, contra un 
tubo blanco carente de proteína. Para la curva estándar se utilizó albúmina de suero 
de res 1 mg/ml. Para las muestras que contienen detergentes, se agregó la 
concentración correspondiente en los tubos de la curva estándar para evitar las 
posibles interferencias. 

Aeido bicinconínico (BCA) 
Smitb y cola., 19815 

Este método se utilizó para cuantificar la concentración de proteína de los 
complejos enzimáticos ya purificados, y se utilizó en su modalidad de 1 mi y a una 
temperatura de 60º C, utilizando el kit de Pierce and Warriner Ltd., Chester, U. K. 
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Determinación de la Hidrólisis de ATP. 

Acoplada a la oxidación del NADH 
Pullman y cols., 1960 

Este mérodo se liase en el acoplamienro de las actividades de hidrólisis del ATP 
de la ATPsintasa/ATPasa, la piruvaro cinasa (PK) y la deshidrogenasa láctica (DL). 
Se determina la velocidad de desaparición del NADH, sabiendo que el coeficiente de 
extinción molar para el NADH a 340 nm es: E= 6.22 Mm'' cm·'. 

La muestra de ATPasa se agregó en 2 mi de un medio de reacción, cuya 
absorbencia se ha ajustado previament.e a 1.0 y que contiene 2 mi de sacarosa 0.05M, 
ATP 0.003M, Tris 0.05 M (pH 8.0), KCI 0.03 M, MgCI, 0.003 M, fosfoenolpiruvaro 
0.0015 M, 5.5 U de piruvaro cinasa, 30 U de deshidrogenasa láctica, 0.027 Mm de 
NADH. 

La actividad de hidrólisis se calculó mediante la siguiente ecuación: 

Actividad específica= D.O. x 2 ml/6.22 J1 min JI proteína (mg) 
(p~) 

Se recomienda usar esta metodología para seguir los cursos temporales de la 
hidrólisis de ATP, su límite de sensibilidad está en concentraciones micromolares. 

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

Una muestra de proteína (30 µg de partículas submitocondriales, o de 5 a 30 
µgde los complejos F.,F1 o F,,F,Il, se llevó a 0.1 mi con sacarosa 0.25M, TrisCI 0.005M 
(pH 7.4); se añaden 0.25 mi del medio de reacción (Tris-SO, O.lM (pH 7.8), ATP 
0.003M, MgCl,0.005M, fosfoenolpiruvaro 0.004M (concentraciones finales), 3.65 µI de 
piruvato cinasa/mll. Se incubó a 30ºC (5 a 10 min las partículas submitocondriales, 
y de 10 a 15 min para F,,F, o F0F11l. La reacción se detuvo agregando 0.1 mi de ácido 
tricloroacético (TCAl al 30% dejando los tubos en hielo. Paralelamente, se agregó 0.1 
mi de la enzima en sacarosa directamente en 0.1 mi de TCA, antes de añadir el medio 
de reacción (blancos con TCA). Se centrifugó durante 5 min a 12,500 x g en una 
centrífuga clínica y, se romaron 0.2 mi del sobrenadante y se agregaron a 0.8 mi de 
agua. Se añadieron 0.25 mi de molibdaro de amonio (a 800 mi de agua destilada 
agregar lentamente, y en frió, 111 mi de H,SO, (36 Nl; posteriormente, 50g de 
molibdato de amonio. El volumen se lleva a 11 con agua destilada). Se agregaron 0.25 
mi de solución de Elon (Kodak) (lOg de Sulfaro de Elon, 30g de metabisulfiro de sodio 
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se aforan a 11 con agua), y se incubó por 10 min a temperatura ambiente. Se leyó a 
una longitud de onda de 660 nm contra un tubo blanco (i.e sin proteína). La curva 
estándar se hace a partir de una solución de 2.5mM de H,Po .. 250 nanomolas de 
H8PO,, producen una absorbencia de 0.34 a 660 nm. Para calcular la actividad de 
hidrólisis se aplicó la siguiente ecuación: 

Actividad de hidrólisis (µmol/min/mg)= (D.0. muestra - D.O. blanco con TCA) x [vol 
de reacción (0.45 mlJ/vol sobrenadante (0.2 mi)] x [250 nmolas Pi I O.D. 660 nm 
(0.34)) x [11 tiempo (minl] x [llproteína (mg)] 

El margen de sensibilidad de esta metodología se encuentra desde 0.500nM 
hasta concentraciones micromolaree. 

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

La reacción de hidrólisis se inició como se indica para el método de Fiske y 
SubbaRow (1925). Se agregó 1.6 mi 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 detuvo 
la reacción. 30 seg después se agregaron 0.2 mi de citrato de sodio (34 %), y se incubó 
30 mina temperatura ambiente. Se leyó contra un tubo blanco, a 660 no:. L1s valores 
de los tubos problema se interpoló en una curva de NaJ>O .. 

La sensibilidad de esta metodología está en el margen de concentraciones 
nanomolares. 

Cuantificación del "Pi liberado por la hidr61isis del h"Pil·ATP. 

Se utilizó la metodología propuesta por de Meis y cols. (1983). Se determinó la 
cantidad de .. Pi liberado a partir de una alícuota de ['l""'PJ-ATP presente en el medio 
de reacción. 

Marcarje del ~ !;!!!!. "'P fil! rl fosfato gama [Glynn y Chapell, 1964): Se 
preparó: tris-CI 0.05M (pH 8.1), MgCI, 0.006M, cisteína 0.002M, 3-fosfoglicerato 
O.OOlM, ATP 0.005M, NADH 0.0004M, EGTA-K O.OOlM, gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa 200 µg, 3-P·gliceratocinasa 140 µg, 11-mercaptoetanol 0.1 mi 
(comprobar pH 8.0 con papel pff). Se dejó reaccionar la mezcla durante 1 hr y, se 
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añadió 50 mi de etanol (100% v/v); se lavó el tubo de reacción con 10 mi de etanol 
(17% v/v), y se liofilizó o evaporó (máximo 40°C) hasta que estuvo casi seco. Se filtró 
en papel Whatman 1 y posteriormente, se aplicó a una columna cromatográfica (3.5 
x 0.5 cm) cargada con lg de resina AG lx8 (BioRad), (el tubo de reacción se lava con 
10 ml de H 20). Se eluyó con 40 mi de NH,CI 0.002M para eliminar AMP/ADP/Pi y, 
se lavó con 40 mi de H20 para quitar el NH;; Se eluyó el [y.32PJ-ATP con He! 0.25N 
y, se colectó (15-17 mi) en hielo. Finalmente se ajustó el pff a 6.8 con Tris (3-3.4 mi 
de Tris lM o 24.4 mg/ml de Tris). 

Para cuantificar el "'Pi, producto de la reacción de hidrólisis, se detuvo la 
reacción de una alícuota de ATPsintasa/ATPasa (lOOµg) de 0.3-0.5 mi, con 100 µI de 
TCA (30%) y se le añadió: 0.3 ml de acetona, 0.5 mi del reactivo de molibdato de 
amonio (ver Fiske y SubbaRow, 1925), 1.0 mi de acetato de butilo. Los tubos blanco, 
no contienen proteína. La mezcla se agitó durante 1 min en un agitador Vortex y se 
centrifugó en una centrífuga clínica durante 30 seg. Se tomó una alícuota de la fase 
superior(orgánica) de 0.5·1.0 mi yse colocó en un papel filtro (3.0" 9.0), se dejó secar 
y se colocó en viales con líquido de centelleo de Bray (5-Difeniloxazol (PPO J 5.5 g, 1,4· 
Bis (5·feniloxazol-2-il)benceno (POPOP) 0.125 g, tolueno 1 1). La radioactividad se 
determinó en un contador de líquido de centelleo y la actividad se calculó con la 
siguiente ecuación: 

Actividad Espeeffica '"""" rv..;0..,.1= (cmp problema • cmp blanco) " [(vol reacción/vol 
ente) x (vol total fase orgánica/vol muestra en papel filtro)" (VAct Específica 32Pi en 
el medio) x (Vproteína (mg)) x (l/tiempo de reacción)]. 

Ea&imulación de la hidrólisia de ATP. 

Por Temperatura (80ºC). 

Es posible liberar a la enzima de la acción de la proteína inhibidora [Adolfsen 
y cola., 1975; Feinstein y Moudrianakis, 1984], incubando la preparación en presencia 
de ATP, en ausencia de magnesio y a una temperatura de 60°0. El resultado de este 
proceso es una estimulación de la actividad de hidrólisis, y representa un crit.erio que 
indica que la baja actividad hidrolftica de la F,·latente se debe a su interacción con 
la proteína inhibidora. El medio de activación contiene: Tris-acetato 0.05M (pff 8.0), 
ATP O.OlM, EDTA l.3mM y sacarosa 0.25M. Una vez que el medio de reacción estuvo 
a 60"C, se agregó 0.02mg/ml del complejo F0F1I (concentración final). Se tomaron 
alícuotas de 0.24 mi a diferentes tiempos y se colocaron en tubos que contienen 0.01 
mi de MgCI, 0.125M (concentración final 0.005M), la hidrólisis que así se inició, se 
incubó a ao·c por 10 ó 15 min, y se detuvo por la adición de 0.1 mi de ácido 
tricloroacético al 30 %. Para cada tiempo de incubación en el medio de activación se 
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tomó una alícuota que se añade directamente a 0.1 mi de ácido tricloroacético. Se 
cuantificó la actividad de hidrólisis por medio del método de Fiske·SubbaRow (1925) 
o de Lanzeta (1979), según se requiera de acuerdo a la sensibilidad. 

Por aumento de la fuerza iónica. 

Para inducir la remoción del IF1 por aumento de la fuerza iónica [Horstman y 
Racker, 1970; Pullman y Monroy, 1963): se incubó a la enzima en 0.1 mJ de sacarosa 
0.15M, MES.Tris 0.02 M (pH 6.8) y la concentración final deseada de KCI durante 10 
min. Transcurrido el tiempo se agregaron 0.25 mi de medio de reacción, y, se continuó 
con el protocolo de Fiske y SubbaRow. (1925). 

Recambio ATP·"Pi. 

La reacción de recambio ATP·"''Pi es una reacción intermedia de la síntesis de 
ATP el la cual se utiliza la energía derivada de la hidrólisis de ATP para incorporar 
32Pi al ATP frío presente en el medio. El protocolo para cuantificar esta reacción es 
el mismo descrito por de Meis (de Meis y cola., 1983) y se utilizó un protocolo igual 
al de la cuantificación de la hidrólisis del A'l'"P, con las siguientes modificaciones: se 
agregó una aUcuota de ''Pi al medio de reacción y se hicieron extracciones sucesivas 
de la fase orgánica (agregando acetona y acetato de butilo), se colocó en el papel filtro 
una alícuota de la fase acuosa. La actividad de recambio se calculó con la siguiente 
ecuación: 

Recambio c....i l'llmlamc>= (cmp problema • cmp blanco) x [(vol reacción/vol en papel) x 
(l/proteína (mg) x (20 nmol Pi (10 µIJ/cpm de 10 µI de medio de reacción) x (l/tiempo). 

Electroforesis en geles desnaturalizantes de 
presencia de SDS. 

poliacrilamida en 

La electroforesis en gel se realizó según el protocolo de Laemmli (1970), y para 
lograr resolver adecuadamente las subunidades de bajo peso molecular se utilizó un 
gradiente lineal de acrilamida de 23-10%. La tinción se llevó a cabo con azul de 
Coomassie G 250 (0.1%), Acido Acético (10%). 

Como marcadores de peso molecular se utilizó el kit de BIO-RAD que contiene: 
fosforilasa b (116,250), albtímina de suero de res (66,200), ovoalbúmina (45,000), 
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anhidrasa carbónica (31,000), inhibidor de tripsina de soya (21,500) y lisosima 
(14,400). 

Los pesos moleculares del pat~ón de las bandas, se obtuvieron a;ializando los 
geles por medio de un lntra Gel 'Sean (Bromma XL, Sweeden) y se corrigieron por 
medio de una ecuación exponencial decreciente [Fabiato, 1988]. 

Para realizar Jos geles en dos dimensiones, se corrió un gel en una primera 
dimensión utilizando el protocolo descrito anteriormente. Después de correr se cortó 
un carril conteniendo al complejo F0F 1I y se pegó con agarosa a un nuevo gel (segunda 
dimensión), 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 tamaño del gel. 

lnmunodetección del IF1 en el complejo F0F'¡I 
policlonales anti-IF1• 

con anticuerpos 

El procedimiento consiste en Ja transferencia de la proteína de Ja electroforesis 
en gel de poliacrilamida en presencia de SOS, a una membrana de nitrocelulosa por 
electroforesis. El papel de nitrocelulosa se immunodecoró con el antisuero específico, 
y posteriormente con un segundo anticuerpo, el cual se revela por medio de 
peroxidasa o fosfatasa alcalina. 

Se corrió un gel de poliacrilamida (23-10 %) (Laemmli, 1970], con una cantidad 
suficiente de proteína (en este caso al rededor de 20-30µ de ATPsintasa/ATPasa). Se 
cortó el papel de nitrocelulosa al tamaño deseado, y se mojó en el amortiguador de 
transferencia (Tris 18g, Glicina 86.4g, Metano! 1,200ml, para 61). A continuación se 
montó el emparedado para la transferencia de Ja siguiente manera: sobre la rejilla se 
colocó una esponja mojada con amortiguador de transferencia, sobre ésta, un papel 
filtro también mojado con el amortiguador, Juego las tiras de gel y finalmente el papel 
de nitrocelulosa. Se terminó el emparedado, invirtiendo los pasos antes mencionados, 
se cierra la rejilla y se sumerge en Ja cámara de transferencia, que previamente fue 
llenada con amortiguador de transferencia. El emparedado se colocó en Ja cámara de 
transferencia de tal manera que el papel esté colocado hacia el ánodo, pues las 
proteínas han sido previamente cargadas negativamente. Se transfirió durante 4.5 
hrs a 0.25 Amperes, a una temperatura de 8ºC y con agitación constante. Una vez 
efectuada Ja transferencia, para verificar Ja efectividad de Ja misma, se tiñen las tiras 
de papel durante 15 min con rojo de Ponceau "S" (0.5%) en ácido acético (7.5 %) en 
agitación constante, finalmente se lavó con ácido acético a la misma concentración. 
Este tratamiento permitió observar a la proteína transferida y adherida al papel. Se 
bloqueó 1 hr en gelatina al 3 % en agua con agitación constante. Se incubaron las 
tiras en 15 mi de TTBS (TBS: Tris 0.02 M,NaCJ 0.5 M; TTBS: 10 mi TBS + 0.05 mi 
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de Tween 20), más 40 µ! de suero normal de cabra, durante toda la noche. 24 horas 
después, se lavó 3 veces cada 5 min con TTBS y se agitó el papel durante 1 hr en 
presencia del anticuerpo contra la proteína deseada, en este caso IF 1, en una solución 
de gelatina al 1% en TTBS a una dilución que dependerá del título del anticuerpo 
(esta solución es reutilizable hasta 3 veces). Se lavó 3 veces con TTBS y se procedió 
a utilizar los reactivos en el orden descrito por el kit de Vectastain (Vector 
laboratories, fnc.) que revela a los anticuerpos por medio de fosfatasa alcalina. 

Reconstitución del complejo ATPsintasa/ATPasa en liposomas, por 
elución-centrifugación. 

Para incorporar al complejo ATPsintasa/ATPasa en liposomas de fosfatidil 
colina se utilizó la metodología reportada por Garret y Penefsky (1975). El protocolo 
consiste en aplicar de 100-150 µg de complejo F0F1 o FJ'1I a columnas 
cromatográficas (lml) cargadas con sefadex G50 (fine) que han sido previamente 
equilibradas con 5ml del amortiguador con el que se equilibró la columna de sefarosa· 
HA para la purificación de cada uno de los complejos, sin detergente y lfpidos (i.e. 
Tris-CI 0.02M (pH 7.5), EDTA 0.002M, para el F0F 1 o MES-Tris 0.02M, EDTA 0.002M 
para el complejo F0F1ll y centrifugadas durante 1 min a 7,500 x g a 4ºC en una 
centrífuga clínica. Una vez aplicada la enzima a la columna, ésta se recentrifugó a 
la misma velocidad y por el mismo tiempo. El filtrado se recogió en hielo y se le 
determinó la concentración de protelna y la actividad de hidrólisis de ATP. 

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

Reconstitución del ll'i en el complejo F.,F,. 

La reconstitución con la proteína inhibidora en el complejo ATPsintasa/ATPasa 
se realizó mediante la incubación del complejo FJ'1 en presencia de Mg·ATP. Se 
incubó al inbibidor y al complejo F0F1 en una relación 3:1 durante 30 mina 30ºC en 
un amortiguador que contiene Sacarosa 0.25M, MOPS 0.002M (pH 6.3), Tris-SO, 
O.OlM (pH 6.7), MgCl, O.OOlM, ATP O.OBM. Una vez transcurrido el tiempo de 
incubación se determinó la actividad de hidrólisis de ATP. 
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Micrografías electrónicas de los proteoliposomas. 

Las micrografl'as electrónicas de los proteoliposomas del complejo 
ATPsintasa/ATPasa se llevaron a cabo en un microscopio electrdnicoJeol modelo 1200 
EXII. Las muestras fueron teñidas negativamente con Acido fosfotúngstico (2 % p/nv, 
pH6.8). 

41 



RESULTADOS 

Todos los resultados mencionados a continuación derivan de experimentos que 
se realizaron para caracterizar al complejo F0F 1 latente CF.,F1Il. Se abordó esta 
caracterización realizando las mismas pruebas para el complejo latente y para el 
complejo carente de la proteína inhibidora, para poner en evidencia que los 
parámetros obtenidos se deben únicamente a la presencia trsica y funcional de la 
proteína inhibidora. 

Modificación de la preparación de F~, 

Los resultados obtenidos anteriormente se ree.!izaron comparando contra el 
complejo F0F1 reportado por Dreyfus y colaboradores (1984). Este complejo se obtiene 
utilizando al detergente Jaurildimetilamino óxido (LDAO>, pero dado que la 
purificación del complejo F .,F 1 latente se lleva a cabo con el n-Dodecil ~-D maltósido 
(LM}, la comparación más acertada sena con un complejo activo aislado con el mismo 
detergente; ésto debido a los efectos activadores que se han mostrado en la enzima 
por la acción del LDAO [Liltscher y cole., 1984; Vázquez-Laslop y Dreyfus , 1986; 
Montero-Lomelf y Dreyfus, 1987). 

De acuerdo con lo anterior, se procedió a aislar al complejo F.,F1 con la misma 
metodología reportada por Dreyfus y colaboradores en 1984, únicamente que el LDAO 
fue substituido por el LM a una concentración de 3mg de detergente por mg de 
proteína, misma concentración que se utiliza para aislar al complejo latente. El 
complejo aislado por esta metodología presentó las características que se muestran 
en la Tabla 2. 

Una vez estandarizada la metodología por medio de la cual se obtiene al 
complejo F .,F 1 con el mismo detergente que se obtiene el complejo latente, se pudieron 
llevar a cabo correctament.e las comparaciones entre las características cinéticas y 
estructurales de ambos complejos. 
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¿Existen complejos F.,F1 en una preparación de F.,F,I? 

Una de las preguntas que su~gie.ron fue, si en la población de enzimas latentes 
existen enzimas carentes de IF; 'y que fuesen las responsables de la actividad 
manifestada por el complejo. F0 F1I. La manera de resolver esta pregunta fue la 
siguiente: dado que las condiciones de aislamiento de los dos complejos son muy 
similares y que básicamente.sólo difieren los amortiguadores utilizados y su pH, se 
decidió reconstituir a la proteína inhibidora en el complejo F0F1• De resultar.posible 
la reconstitución, se podría realizar el mismo ensayo en la preparación de F0F1I para 
así saturar de IF 1 a las enzimas carentes de éste que pudiesen esta.r presentes en la 
preparación. Como puede observarse en la Figura 4, a medida que se incrementaba 
la concentración de IF0 la actividad de la enzima sin proteína inhibidora decrecía. 
Dado que se requiere de una alta precisión en estos experimentos, la cuantificación 
de la hidrólisis de ATP, se realizó con el método del verde de Malaquita para la 
determinación de fosfato liberado (ver Materiales y Métodos). 

La metodología de reconstitución con IF 1 requiere de la presencia de Mg·ATP 
en el medio, este experimento se realizó con el complejo act.ivo, pero afecta la 
estimación de los parámetros cinéticos, por lo cual se reconstituyó con la proteína 
inhibidora utilizando una concentración saturante de ésta (relación 5:1 con respectO 
a la preparación de F0F 1). Con este procedimiento se obtiene un comportamiento 
"michaeliano" (i.e. una hipérbola rectangular), para el Mg·ATP en la hidrólisis, muy 
semejante al descrito para el complejo latente (Figura 5). En la Figura 6 se observa 
el regráfico de Lineweaver·Burk para el efecto de concentraciones crecientes de 
Mg·ATP en la hidrólisis. Las concentraciones del complejo están calculadas para que 
no exista más allá de 0.5 mM de Mg'' libre. Al realizar la reconstitución en la 
preparación de F0F1I, se observó que no hay cambio significativo ni en la V m•~ ni en 
la K,,, (ver Tabla 1 y 2). 

Reconstitución del complejo F.,F11 en liposomas. 

Hidrólisis. 

Se intentó reconstituir al complejo F0F11 en liposomas por medio del método de 
diálisis del detergente, por sonicación y congelación/descongelamiento, pero los 
resultados siempre fueron negativos; i.e. después del tratamiento la actividad de 
hidrólisis se pierde. Por sugerencia de la Dra. Marietta Tuena de Gómez-Puyou, se 
filtró la enzima por medio del método de elución-centrifugación de Garret y Penefsky 
(1975). Una vez filtradas las preparaciones por esta metodología, se determinó la 
actividad de hidrólisis para el Mg·ATP y se verificaron algunas de sus propiedades 
(Tabla 3). Los proteoliposomas obt.enidos por la metodología de elución-centrifugación 
se observaron por medio de tinción negativa en microscopía electrónica (Figura 7). 
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Parámetros cinéticos para la hidrólisis del K,.=140µM 
Mg·ATP V mu=8.33µmol/min ·mg) 

Hidrólisis + oligomicina (µmol/min/mg) 0.6(90-95) 

Hidrólisis + DCCD (µmol/min/mg) 1.2(80-90) 
•, 

Hidrólisis + KCI (50mM) no hay efecto ·, 

La actividad decrece más· Efecto del pH en la prcincubación a 60ºC 
rápido a pH ácido (6.8)J 

Rendimiento (de proteína inicial) 8%· •• 
Reconocimiento de IF1 por anticuerpos negativo ,_., 

Tabla 2. Caract~rfsticas ~el complejo FoF1 aislado pilr Is metodología d~ DrCYfus y-é~Is: 
(1984), la solubiJizaci6n se llevó a cabo con LM. Los experimentos se realizaron con 
10Jig del complejo en 350µ1 a 30ºC y 15 min. Los números entre· paréntesis serlalan el 
porcentaje de in~ibición. 

Figura 4. Reconstitucid~ con fF', d~l '~o~plej~ F,F;~" Sé u;eubói;al c~mpleJo~ actÍ;o 
(2.5µglµJ), en 300µ] durante 30 min y 30°0 en presencia de concentraciones crecientes 
del ~ptido inhibidor y se cuantificó el efecto de la reconstitución en Ja hidrólisis del 
·ATP durante.15 mln.y a 30°0; · · · ' 
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Figura 5. Efecto de diferentA!s concentraciones de Mg·ATP [1:11, en la actividad 
hidrolftica de Jos complejos F0F1 y F0F11 loe cuales han ·reconstituido 'al ·IF1• Se 
reconstituyd Ja proteína inhibidora en los complejos incubando 2.5 µg/pl de complejo 
ATPsintasa/ATPa•• en 300µ1 más 1.5 mg de IF1, durante 30 inin ··y ·a 30'C. La 
actividad hidroHtica se cuantificó para 15 min de reacción a 30º0, 

o 
11Mg-ATP(mM) 

-8- FOF1 

_.,:FOF11 

Figura 6. Regráfico de Lincweaver·Bur~ Pái-a él ·er~c~ de coíicerit~aciones creciéntes 
de Mg·ATP [l:ll en Ja hidrdlisis llevada a cabo por Jos complejos F,F1 latente y activo 
reconstituidos con el IF1• En el experimento no existe más de 0.5 mM de Mi' libre. 
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Por otra parte, se procedió a preparar las partículas submitocondriales 
mediante ruptura de las mitocondrias por cambio de presión en una prensa de 
French. Se verificó que el procedimiento para preparar a las psm no afectase la 
reconstitución de los complejos FoF 1 en los liposomas, y simultáneamente, se 
realizaron experimentos tendientes a determinar la orientación de la 
ATPsintasa/ATPasa en los liposomas, dado que la población de las enzimas 
reconstituidas puede estar orientada hacia el interior o hacia el exterior de la 
vesícula, de tal suerte que únicamente las enzimas que estén orientadas hacia el 
exterior son las que pueden manifestar su actividad de hidrólisis en los liposomas 

Complejo Hidrólisis Hidrólisis + Hidrólisis Hidrólisis + 
(Control) Ollgomiclna +DCCD KCl(50mMl 

(10pg/mg) (50pM) 

FoF, 8.13:1:0.21 1.2(80-90) 1.2(80-90) ninguno 

F0F1(0 3.4:1:0.54 0.3(85-100) 0.2(85-95) ninguno 

F0F 11 1.43:1:0.07 0.2(80-90) 0.2(80-90) 5.0(420) 

F0F1J(O 0.6:1:0.07 0.03(90-100) 0.04(85-100) 2.2(180) 

Tabla 3. Características obtenidas después de reconstituir a los complejos F0F1 y F0F 1l 
por el método de eluci6n·centrif\Jgaci6n de Garret y Penefsky (1975). Todos los daros 
están expresados en µmoVmin/mg. Los experimentos se realizaron con lOµg del 
complejo en 350µ1 a 30°C y 15 min. Los números entre paréntesis muestran el 
porcentaje de inhibición. (fJ= complejos filtrados. Los daros son promedios de 
eq>erimentos por cuatruplicado. 

·-Figura 7. Proteoliposomas conteniendo al complejo F0F 1 reconstituido por elucidn· 
centri(ugacidn. La preparación fuo fijada y teftida con ácido fosfotllngstico. La barra 
indica 2nm. 
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sellados. Para aumentar la eficacia de la reconstitución, Re agregó al medio de 
reacción lmg/ml de albúmina de suero de res {BSA), que a pesar de ser una proteína 
soluble, tiene sitios bidrofóbicos que secuestran a las moléculas de det.ergente 
excedentes (la albúmina es uno de los acarreadores para ácidos grasos en la sangre 
[Oempsey, 1984]. 

Se agregó 0.2 % de Tritón XlOO a los proteoliposomas para solubilizar la 
membrana y cuantificar su efecto sobre la actividad de hidrólisis; por otra parte, se 
agregó lµM de p-FCCP, para cuntificar el efecto de el AµH' sobre la hidrólisis de ATP 
en las enzimas reconstituidas. Los resultados de estos experimentos se muestran en 
la Tabla 4. 

Recambio ATP·"'Pi. 

Una vez que se contó con la evidencia de que los liposomas contenían al 
complejo ATPsintasa/ATPasa, se procedió a cuantificar la reacción de recambio ATP-
32Pi (de Meis y cola. 1983). Esta es una reacción parcial de la síntesis de ATP que 
depende de que el complejo ATPsintasa haya sido reconstituido en la membrana y que 
se encuentre en estado funcional en el sentido de la síntesis. Se realizaron algunas 
pruebas para encontrar la máxima 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 partículas submitocondriales obtenidas por 
sonicación o por cambio de presión. 

Se trató de mejorar la velocidad de recambio filtrando una vez más a los 
prot.eoliposomas pero con este tratamiento se pierde alrededor del 70% de la velocidad 
de recambio obtenida con la primera filtración. 

Dado que se sabe que el pH óptimo para la reacción de hidrólisis a 30ºC es 
diferente para el complejo activo y para el latente, se trató de modificar el protocolo 
de la reacción de recambio, pero al acidificar el medio de pH 8.0 a 6.8, se pierde 
alrededor del 50% de la actividad. 

Relación hidrólisis/recambio. 

La relación hidrólisis/recambio, es un parámetro que se ha utilizado para 
conocer en el complejo F oF 1 aislado y reconstituido en una membrana sellada, cúal es 
el estado de acoplamiento del sistema; por ejemplo, cuánto ATP se requiere hidrolizar 
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para incorporar un fosfato marcado al ADP (pseudosfntesis). Es ner.esario recordar 
que el papel fisiológico de la ATPsintasa es precisamente sintetizar ATP; dado que 
la reacción de recambio ATP-32Pi es una reacción intermediaria de la síntesis de ATP 
y que ocurre debido a la energía proveniente de la hidrólisis del mismo, se puede 
incorporar con igual probabilidad fosfato frío o radioactivo, y por otra parte, sólo se 
puede cuantificar el AT''P. Los experimentos para cuantificar la hidrólisis del ATP, 
se hacen en las mismas condiciones en que se cuantifica la reacción de recambio ATP-
32Pi, es decir, en presencia de BSA, fosfato y ADP. La única diferencia en el material 
utilizado para cada una de las reacciones es que en la reacción de recambio se utiliza 
''Pi y ATP y en la de hidrólisis AT''P y Pi (ver Materiales y Métodos). 

Actividad de Hidrólisis del ATP (µmol/minmg) 

Condiciones F.,F,(s) F.,F11(s) F.,F,(f) F.,F11(f) 

Antes de reconstituir 8.07:t:0.15 1.50±0.50 8.16:t:0.12 1.4±0.15 

Reconstituido 3.27:t:0.98 0.58±0.04 4.07:t:l.15 0.36±0.15 

Reconstituido + BSA 2.87±0.79 0.41±0.06 3.65:t:0.54 0.27:t:0.15 
(lmg/ml) 

Reconstituido + TXlOO 7.62±0.35 1.54±0.60 7.0l:t:0.44 1.61±0.43 
(0.2%) 

Reconstituido + BSA + 7.73±0.25 1.61±0.70 7.56±0.32 l.45:t:0.45 
TXlOO 

Reconstituido + FCCP 7.50:t:0.56 1.73±0.46 7.36±0.57 l.65:t:0.35 
(lµM) 

Reconstituido + BSA + 7.58:t:0.64 1.65±0.33 7.73±0.58 1.41±0.43 
FCCP 

Tabla .f.. Pruebas de orientación de la ATPaintasa en proteoliposomas reconstruidos por 
eluci6n-<entrifugaci6n. Se cuantificó la hidrólisis del ATPpor los complejo F,F1 y F,F11 
aislados de partículas submitocondriales de !Oein [!Oein y cola., 1982) o de Mg·ATP 
[Lee y Emster 1967} preparadas por ruptura mecánica sonicando (a) o por cambio de 
presido con una prensa de Frcnch (0. Los experimentos se realizaron con lOµg del 
complejo en 350µ1a30°0 y 15min. Todos los datos están ei:presados en µmolmin· 1mg" 1• 

Los datos son promedios de experimentos por triplicado. 
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Efecto de concentraciones crecientes de Mg·ATP en la relación 
hidrólisis/recambio. 

Complejo F.,F1I. 

La relación hidrólisis/recambio, se puede estudiar bajo diferentes condiciones; 
en este caso en particular se estudió el efecto de la concentración,dél ·sustrato 
(MgATP). En la Figura 8 se observa como, a medida que sé. incrementa la 
concentración de Mg·ATP (1:1], se modifican tanto la reacción de hidrólisis "como .la 
de recambio, hasta que ambas reacciones llegan a una satúración.: En las.1''iguras 9 
y 10 se muestran los trazos obtenidos por el tratamiento de Lh1eweaver·Burk para 
la hidrólisis y para el recambio respectivamente. Para Iá. reacción""de .rei:ambioi se . 
obtiene una línea recta cuya intersección con el eje de las 'ordenádas dá. ':'na V .;,e,;. de 
17 nmoVminmg y la extrapolación de los puntos ·al eje' de h1s:abcisas":una'lK,,, de 
870µM. Los parámetros cinéticos para la reacción de .hidrólisis son K.:.= 2.2mM y una 
Vmu de 39 nmoVmin·mg (Figura 10). ·"~,.~./·, -::<.:::.:\\·},__.': .<~>· 

Al dividir la actividad de hidrólisis obÚ~ldf°ell ~;¡d¡ ~~~ d~ IiÍíi'~ori~entr~ciones 
de Mg·ATP (1: 1] entre el valor de la actividad d(r~i:ambio obtenido para cada uno de 
estos puntos, y graficando este e'. váforrcóntra·', la" córicentraciórí 'dé Mg·ATP 
correspondiente a cada punto, se tiellé qué; a medida que aumenta la concentración 
del complejo catión-nucleótido, la relación hidrólisis/recambio, se mantiene constante 
alrededor de un valor de 2 (Figura 11). · · 

Complejo F.,F1• 

En el caso del complejo que carece de la proteína inhibidora, el efecto de 
concentraciones crecientes de Mg·ATP (1:1] describe también cinéticas michaelianas 
tanto para la reacción de hidrólisis 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 regráficos de Lineaweaver·Burk para la reacción de hidrólisis y 
recambio respectivamente. Los parámetros cinéticos para la reacción de hidrólisis son 
K,,,= 4.6mM y V ..... de 282 nmoVmin ·mg, para la reacción de recambio K,,,= 1.8 mM y 
V,... de 8.1 nmoVmin·mg. 

En cuanto a la relación hidrólisis/recambio en estas condiciones, se observó 
que a medida que se incrementa la concentración de Mg·ATP, la relación 
hidrólisis/recambio se mantiene constante y alrededor de 20 (Figura 15). 
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Adiciones Recambio (nmol/minmg) 

Proteoliposomas H3P04 BSA Control +FCCP + O!i&nmidna 

(mM) (mg/ml) (lµM) (lOµg/mg) 

F0F 1I(s) 2 . 2.5:t0.1 o.o 0.02(99) 
2 1 4.9:t0.2 o.o 0.06(99) 
15 . 6.4:t0.l o.o 0.11(98) 
15 1 11.0:t0.2 o.o 0.31(97) 

F0F 1(s) 2 . 0.2:1:0.01 o.o 0.0(100) 
2 1 0.7:t0.03 o.o 0.0(100) 
15 . 1.8:!:0.04 0.01(99) 0.0(100) 
15 1 4.l:t0.11 0.03(99) 0.0(100) 

FuF1I(0 2 . 1.7:t0.25 o.o 0.03(99) 
2 1 3.4:t0.18 o.o 0.07(99) 
15 . 4.3:t0.43 o.o 0.08(98) 
15 1 7.0:t0.35 o.o 0.01(97) 

F 0F 1CO 2 . O.l:t0.01 o.o 0.01(99) 
2 1 0.4:1:0.03 o.o 0.02(99) 
15 . 1.l:t0.15 o.o 0.01(98) 
15 1 2.0:t0.12 o.o 0.03(97) 

Tabla 5. Recambio ATP-"Pi en los proteoliposomas de los complejos F,F1 o F.F11 
obtenidos por sonicación o por cambio de presión. (s)= proveniente de partículas 
submitocondriales obtenidas por sonicacidn. (f)= proveniente de partículas 
aubmitocondriales obtenidas por cambio de presión. lAs números entre parántesis 
indican el porcentaje de inhibicidn, cero ea igual a 100%. Los datos son promedios de 
experimentos Por quintuplicado. 

50 



20 .tl}(J 

-G· rocon1blio 

J. -•-hidrOlisls 

.~ 15 JOU 
E ! ' 

~ ·~ 
10 ·:!OO l 1 

~ ~ 

1 5 'ºº ~ 

o.s . '-' 1.s·2 2:SJ~S 
. MgAfP{ml.I) ;. ,' -

Figura 8. EfectO d~ cónce~tra~iones cre~i~'~tes ~·~· ~,"g:Á,;~ ~ii~] s:~~:~~ l~s .reac.~ion~S de 
hidrólisis y· recambio llevadas. a· e~~: p~r._.el -cOmpJCjO _· F oF 11. Lo_s · e~pe_rimentos se 
realizaron filtrando .. entre.100 y 150 µg dercom-plejo'po~ cohÍmna ~rB reco1_1stituírlos 
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Figura 9. Regráfico de Lineaw~aver·BU.rk pañ. el 'erecto de concentraciones crecientes 
de l\lg·ATP (1:1) en el recambio llevado a cabo por el complejo F,F1l. 
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Figura 11. Relación hidr61isislr8C8ñibio para Ct efectO-de concentraciones crecientes de 
Mg·ATP (1:1] en el complejo F,F,r. 
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en· tipoaonl&a: se ctiantific6 la reacción de hidrólisis de AT'2P o el recambio ATP·32Pi 
con 50µg del éomplejo •,n 600µ1 a 30°C y 15min. 
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Figura 13. Regráfico de Lineaweaver·Burk para el efecto de concentraciones crecientes 
de Mg·ATP [l:IJ en el recambio llevado a cabo por el complejo FoF1• 
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Efecto de concentraciones crecientes de Mg"• en la relación 
hidrólill'is/recambio. 

Complejo F.,F,I. 

En estos experimentos se cuantificaron las reacciones de hidrÓlfsis y recambio 
en presencia de concentraciones crecientes de MgCI;;' aúna concentráción fija 'de ATP 
(2mM). La reacción de hidrólisis, a medida que .se incrementa'· Ja concentración del 
catión, se acelera hasta llegar a un máximó;'que 'se'.cnéuent~a·.alrédédor de": una 
concentración de 1.5 mM de MgCl,. A concentraciories'níayóres; lá'actividad,dé la 
enzima decrece hasta que a una·concentración.~de lOmM'del•catión;·naractividaa -
remanente es de alrédedordel 20% de la actividad máxima' CFigilrií 16); se·~léulárón 
los parámetros cinéticos 'para el'recambió ATP-3~Pi eri'estas'coñdicionesy se obtuvo· 
una K,,, de ·5.51 mM y:uria•.vm;;;;t'de; 22:rimolmin· 1rñg·~;El'.recambió ,déiATP-32Pi 
aumenta grádtialrriénte ámedida que se'iricremi!nta laconcentrai:ión.del catión; hasta 
llegar a una.saturación cércaiia a sriiM'de MgCl2'(FigÜra• 16) .. ;'d:-!'. ' •. ,,:: · · 

r.• ·-· ~. • ~:-· •• • •,y, . . ·- . - . . 

r..~' r~l~ciÓ~- h~aióll~i~~~~ií6io ~ó6teil'idli '~~r ·~i~c~~~t:i~,~~f~ des¿~~~. un 
comportamieritó similar al descrito para la hidrólisis; i.é .. tiene uri 'pico'rriáximo a una 
relación de' 5 (40/8) Y. á una conéeritráéión de.liiiM de'Mgel.; este 'picó desaparece 
rápidamente hasta llegar a una relacióri'de 0.9 (16/18) alrededor dé.7mM deMgCI," 
(FigÜra 17). · · · 

.·:: 

Complejo F.,F,. - ... · •.. T . L ... · 
Al aumentar la concentración de MgC12 el reca~bÍ~ d~. ATP-3 

• .Pi aumenta 
gradualmente, hasta llegar a una saturación a una éonceritración"de lOmM de MgC12 
(Figura 18). Se calcularon los parámetros cinéticos para el recrunbio ATP~ª'Pi eri estas 
condiciones y se obtuvo una K,,, de 2.48 mM y una Vmu de 8.4 nmolmin'1mg·1

·•:•_ -. . ·. 

La reacción de hidrólisis, a medida que se incrementa la concentración d.e 
magnesio, se acelera hasta llegar a un máximo que se encuentra a uria con<ientración 
de 0.5mM de MgCI,. A concentraciones mayores, la actividad de la enzima decrece 
hasta que a una concentración de lOmM del catión, la actividad remanente 'es de· 
alrededor del 15% de la actividad máxima (Figura 18). 

La relación hidrólisis recambio obtenida por este tratamiento, describe un 
comportamiento semejante al descrito por la hidrólisis, es decir, tiene un pico máximo 
a una concentración cercana a 0.5mM. Este pico desaparece rápidamente hasta que 
a lOmM de MgCl2 el cociente es 0.41 (Figura 19). 
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se·' realizaron~· filtrando:_: ent~~--:11~0.) '·150 µg: del -~complejo . por columna para 
reconstituírlos en. liposomas;- se cuantificó. la reacción de hidrólisis de AT'2P o el 
recambio ATP-"Pi con 50µg del complejo en 600µ1 a 30'C y 15min. 

. , ..... ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

. . ... [Mg)(mM) •. · . 
Figura 17. Relación hidrólisis/recambio para· el efecto de concentraciones crecientes de 
MgCI, en el complejo F.,F1J. 
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Figura 18. Efe~to ~~--·~~~~·~en¡:;~iÍo~~~~~cr~·~:i~-;-t~~c~d~~--~~1-~'.;:~~~bre ·las reac~i~~:s de 
hidrólisis y recambio IJ~vadas _8 ~~b~ por el c~mplejo F0F 1• So calculó I~ cOncentracidn 
de Mg" libre por medio de un'¡iiogrnmade cómputo {Fabia!O;l988).· Los experimentos 
se renlizaron .' fil~rando~~".!!ltre::--100_: y ·-· 150 '· µg_,:~el ;'complejo ; por- columOa ··para 
reconstitufr]Ós ··en liposomas~¡ :se cuantificó la reacción -de _hidrólisis de AT'2P o el 
recambi.o.ATP-32Pi con 5~µg del ~omplejo en 600µ1 a 30°0 y J5mi.n., · . . . . . 

Figura 19. ReJ8ción hidrólisis/recambio-~ara·~1 efectO.de ~oncentracioríes crecientes de 
MgCI, en el complejo Fof'1, · • 
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Efecto de concentraciones crecientes· de ADP en la hidrólisis y el 
recambio. 

En estos experimentos se observó él efectó .del incremento de la concentración 
de ADP en el medio de reacción para cuantificar)as. reacciones de hidrólisis y 
recambio. Se fijó la concentración de ATP en 2mM y la de' MgCl, en 4mM, el exceso 
de catión se pensó en relación a que debe acomplejarse tanto. con el ADP como con el 
ATP. .. . ' .. 

Recambio. 

El incremento de la concentración de·AD~'~n l~reacciÓn,de recambio de ATP· 
32Pi para ambos complejos describe una cinétiCa 'michae!iána (FigÍlra20); al realizar 
el tratamiento de Lineweaver·Burk; se tienen los: siÍ¡Úientes parámetros cinéticos: 
para el complejo F,,F1 una R.,. de 2.0mM y una V • ..; de.·l0.4nmol/minmg y pára el 
complejo F,,F,I una K,,, de 710µM y una V..., de 22.3n~ol/min·mg (Figura 21). 

-•·ror1-1 
·S·ror1 

Figura 20. Efe~ de c~~centraciones érecientes de ADP ·aobre la re~cción de recámbio 
llevada a cabo por los cómplejo F,F1 y F,F11. Los experimentos se real.izaron filtrando · 
entre 100y·150 µg d~l complejo por columna para-recon-stitulrlos en liposomas; se 
cuantificó la reacción ·de hidrólisis de AT"P •.el recambio 'ATP-"Pi con 50µg del 
complejo en 600µ1 a 30'C y 15min. 
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Figura 21. Regráfico de Lineweaver·Burk para el efecto de concentraciories crecientes 
de ADP en el recambio ATP-"Pi llevado a cabo por loa complejos Fof'1' y F0F 11. -

Wdrólisis. 

En cuanto a la hidrólisis del Mg-A'l"'P, a medida que aumentó la concentración 
de ADP la velocidad de la reacción decrece. Para el complejo F,F., hay una pérdida 
de actividad más rápida que para el complejo F,F,I. A la concentración 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 relación hidrólisis/recambio en estas condiciones (Figura 23), se 
encontró para el complejo F0F 1, la relación decrece a partir de 58 a una concentración 
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 máximo lo tiene a una 
concentración de 0.5 mM y la relación es de 8.1 y a 5mM de ADP la relación es de 
1.3. Se calculó la K¡ aparente para el efecto de las concentraciones crecientes de ADP 
y se encontró 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 reacción de hidr6Hsia 
de AT'7P llevada a cabo por los complejo F0F1 y F0F11. Los esperimentoa se realizaron 
filtrando entre 100 y 150 µg del complejo por columna para reconatitufrloa en 
lipoaomas: se cuantificó la reacción de hidrólisis de Airr.P o el recambio ATP~12Pi con 
50µg del complejo en 600111 a 30°0 y 15min. 

-e- FOF1 

--.. FOF11 

[ADP](mM) 
Figura 23. Relación hidrólisis/recambio para el efecto de concentraciones crecientes de 
ADP en los complejos F0F1 latente y activo. 
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Caracterización de la composición polipeptídica 

Para determinar la composición polipeptfdica de los complejos de la 
ATPsint.asa, se efectuaron electroforesis en geles desnaturalizantcs de poliacrilamida 
en un gradiente del 10 al 23% en presencia de SOS. 

Los pesos moleculares de los polipéptidos que componen a la preparación se 
obtuvieron por medio del barrido densitométrico, utilizando el programa Ultra Gel 
Sean, y fueron corregidos usando una ecuación para una función exponencial 
decreciente [Fabiat.o, 1988), ya que la electroforesis se llevó a cabo en un gradiente 
de acrilamida. La preparación está compuest.a de alrededor de 18 bandas, a las que 
se les asignaron los pe•os moleculares mostrados en la Tabla 6. 

Paralelamente se realizaron electroforesis en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida en presencia de SOS en doble dimensión. Como se muestra en la 
Figura 24, no existen bandas de pesos moleculares sobrepuestos en la preparación de 
F0F11. 

Figura 24. Electroforesis en gel desnaturalizante el presencia de SDS en segunda 
dimeneidn para el complejo FoF 11. Se conió al complejo en un gel de gradiente lineal 
de ecrilemide de 23-10\l> (primera dimensión) y después en un gel al 15% de 
acrilamida (segunda dimensión) y se tirló con azul de Coomassie, Los pesos moleculares 
de las bandas se encuentran en la Tabla 6. Las flechas indican al IF1• 
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Inmunodetección del IF ,. 

Se verificó la presencia frsica de la proteína inhibidora en el complejo F oF 1I por 
medio de anticuerpos policlonales contra este polipéptido, amablemente aonados por 
el Biólogo Ernesto Maldonado y haciendo uso de la técnica de immunotransferencia 
tipo Western. En la preparación F,¡F'1, no se encuentra presen,te:, la proteína 
inhibidora, por el contrario, en el complejo latente existe una banda que córresponde 
a la presencia del péptido inhibidor en la preparación (Figura 24). , · 

Subunidad 

Banda Peso molecular F 1 Cuello 

1 85,090 ?e 
2 69,800 ?, 
3 54,567 a 
4 50,998. 13 
5 . 46,900 . CK 
6 34,700 
7 30,300 y 
8 .·.' 24,500 "b" 
9 .•21,070 OSCP 
10 19,700 "d" 
11 '18,500 "a" 
12 15,000 ¡¡ 
13 · 12,400 '• Fu 
14 ·:11,000 · "A6L" 
15 10,800 Fs 
16 10,100. . IF1 
17 . ·8,400 "e" 
18 9,705 "e" 

-Tabla 6·. ~e~& ~Óle-culare·~ :aSi~~d~s 8 Jas ~rnteínaa P~~Se·n-~S·en Já Pf~pa~acidn de 
FoF11. La electroforesis en gel de poliacrilamida se hizo siguiendo la técnica de Laemli 
(19701, en un gradiente del 10-23%; con 5µg de proteína; El gel fue teñido con azul de 
coomassie. Los pesos moleculares se catcularo~ ~on el Ultro·Gel Sean· y corregidos con 
una ecuacidn pam una rwiddn exponencial decreciente [Fabiato; 1988). CK= creatina 
cinasa. · - -- -·--: · - --- - - -

62 



• •~· ,..... - ;i¡ r-.,.• ""\.-..l. 7 ' ' ~ -
:o;'\ .. l'Jt1.r,lf.h.:} ... "_~-,1~~.¡_¡:._1,.r , 1,, .: ... t' 

'· . ~ . ....... ' 

' ., 
' ' 

-~i;· ~·¿·: .. ', ~· ... 
v.~~LI\:: ~.::'...'$,¡~,. :,t._,.., .l. • ~"TI' 

Figura 25. Jnmunodeteccidn de JF1 en el complejo ATPaintaaa/ATPaea. Se muestra un 
aumento de concentraciones de los complejos Fof'1 y FgF11 de 5 (carriles 1 y 3). 10 
(carriles 4 y 5) y 20 pg (carriles 7 y 8); la concentración de lF1 ea 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 mayoría de los estudios 
que se han hecho en esta enzima se hayan realizado con cada uno de sus 
componenws por separado (F0 o F1), o bien con la enzima en partículas 
submitocondriales, una pequeña parte de estos estudios se ha desarrollado en el 
complejo F0F1 aislado de la membrana inooma mitocondrial y un número muy 
pequeño con el complejo F11. El desarroilo de una metodología que permita obtener 
a un complejo aislado de la membrana que posea características físicas y funcionales 
muy parecidas a las que presenta el complejo in vivo e in situ, generará información 
relevante acerca de la composición y el mecanismo funcional de la enzima. Muy 
probablemente los reportes de complejos F0F1 aislados y purificados representen una 
posibilidad para generar esta información. 

En el laboratorio se desarrolló una metodología que permite aislar un complejo 
ATPsintasa/ATPasa que posee presumiblemente las características físicas y 
funcionales del complejo nativo (Vázquez-Contreras, 1992]. La finalidad del trabajo 
aquí reportado es precisamente aportar datos sobre la regulación 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 IF1• Las 
comparaciones que se realizaron anwriormente fueron contra un complejo carente de 
IF1 [Dreyfus y cole., 1984], pero aislado con un detergente diferente al que se utiliza 
para aislar al complejo F0F 1I de la membrana interna rnitocondrial, que puede tener, 
bajo ciertas condiciones, efectos activadores sobre la hidrólisis del ATP [Lotscher y 
cole., 1984; Vázquez-Laslop y Dreyfus, 1986; Montero-Lomelf y Dreyfus 1987]. Debido 
a lo anterior se procedió a modificar esta metodología para obtener un complejo 
activo, aislado con el mismo detergente que el complejo latente (i.e. LM). Esta 
modificación llevó a obtener al complejo activo deseado, y se obtuvo con una velocidad 
de hidrólisis mayor que la que presenta el complejo aislado con LDAO, este hecho 
facilitó las comparaciones con el complejo latente. De hecho se ha reportado que la 
utilización de detergentes alquil maltósidos ayuda a obtener mejores actividades 
enzimáticas, y que con el lauril maltósido se está cercano al óptimo tomando en 
cuenta la longitud de su cadena alquilo [[Jungdahl y cola., 1987]. 

El complejo activo utilizado para las comparaciones con el complejo F.F11 es 
capaz de ser reconstituido con el péptido inhibidor, por el método tradicional 
(incubando con el ATP) o incubando con una concentración elevada de IF1; en este 
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trabajo se reporta únicamente la metodología en la cual se reconstituye al inhibidor 
en la enzima utilizando altas concentraciones de IF1• La actividad remanente que se 
obtiene después de realizar la reconstitución con el IF1, es muy parecida a la que se 
presenta en el complejo latente, con estos datos se puede pensar que seguramente la 
actividad del F0F'¡I es representativa de la población de enzimas controladas por el 
IF1• Para verificar la autenticidad de estos resultados, se procedió a incubar al 
complejo latente con altas concentraciones de IF1• Los resultados obtenidos fueron los 
mismos; i.e. la preparación no está contaminada con complejos carentes del péptido 
regulador. Por otra parte, los parámetros cinéticos para la hidrólisis del ATP por el 
complejo activo en el cual se ha reconstituido al IF 1 no varían significativamente con 
respecto al complejo latente, lo que indica que efectivamente los datos obtenidos 
anteriormente (la afinidad por el Mg·ATP es igual para ambos complejos, y la 
diferencia radica en la magnitud de la V.,.. [Vázquez-Contreras y cola., 1995]), son 
representativos para el complejo activo modilicsdo para este trabajo (Tabla 7). 

Un problema que venía deteniendo la caracterización del complejo latente era 
uu reconstitución en liposomas, por alguna razón desconocida, no fue posible 
incorporar en membranas lipídicas a ninguno de los complejos (activo y latente) por 
diversas técnicas de reconstitución. Finalmente se ideó una metodología por medio 
de la cual se puede reconstituir al complejo ATPsintasa/ATPasa en vesfculas lipídicss 
selladas. Esta metodología consiste en una modificación del metodo de elución
centrifugación reportado por Garret y Penefsky (1975). Una vez que se aseguró que 
los complejos se reconstituían, se procedió a estudiar las característicss de los 
complejos reconstituidos. Se encontró que al igual que con otras metodologías se 
reduce la velocidad de hidrólisis después de la reconstitución, la sensibilidad a los 
inhibidores clásicos de las enzimas tipo F, se conserva después del tratamiento y de 
manera muy importante después del tratamiento, la enzima lat.ente no pierde 
ninguna de sus propiedades (i.e. conserva llsica y funcionalmente al IF1). 

En la mayoría de las metodologías para reincorporar enzimas membranales a 
ambientes lipídicos, la proporción de orientación de éstas queda alrededor de 50:50%. 
Se realizaron pruebas para conocer la orientación de las enzimas después de haberse 
reconstituido por elución·centrifugación. Para verificar el efecto de la membrana en 
la disminución de la actividad de hidrólisis después de la reconstitución, se agregó un 
detergente para resolubilizar a las enzimas; con este tratamiento se recupera 
alrededor del 100 % de la actividad de la enzima antes de la reconstitución; este 
resultado indica que después de la resolubilización, todas las enzimas están 
nuevamente en contacto con el sustrato, se agregó un desacoplante para saber si los 
proteoliposomas estaban sellados y conocer la participación del gradiente de protones 
generado por la enzima debido a la hidrólisis del ATP en la disminución de esta 
actividad. Al agregar al desacoplan te se recuperó alrededor del 100 % de la actividad 
de la enzima antes de reconstituirla; este resultado indica que la orientación de las 
enzimas en los liposomas es precisamente hacia afuera; i.e. hacia el sustrato, y que, 
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la disminución de la actividad hidrol!tica sólo se debe al freno impuesto por la 
membrana y por el gradiente de protones. Esta característica hace que los resultados 
de los experimentos llevados a cabo gracias a esta metodología, sean mucho más 
confiables, pues se tiene a la mayorfa de las enzimas reconstituidas en una 
orientación tal que quedan en posibilidades de llevar a cabo la reacción requerida y 
además los proteolipoeomae resultantes están sellados. 

Una vez reconstituido el complejo ATPeintaea/ATPaea activo o latente, se 
procedió a estudiar la reacción de recambio ATP-32Pi, que como se ha mencionado 
anteriormente, puede Uevat'Be a cabo gracias a la energía derivada de la hidrólisis del 
ATP y con la cual se pseudosintetizan moléculas del ATP marcadas radioactivamente. 
La reacción se cuantificó bajo las mismas condiciones que en el trabajo reportado por 
Dreyfus (1985), en lo que respecta a la concentración de Pi en el medio (2rnMl, y se 
y se obtuvo una velocidad de recambio muy baja (2.5 y 2 nmoVminlmg complejo 
latente y activo respectivamente); buscando mejorar esta velocidad, se agregó al 
medio de reacción albúmina de suero de res U m&'rnll, y se incrementó la 
concentración de Pi hasta 15 rnM. Con estas modificaciones, la velocidad de recambio 
se incrementó para ambos complejos (11y4.1 nmoVmin/mg complejo latente y activo 
respectivamente). La explicación de la presencia de la albúmina en el medio de 
reacción es que a pesar de ser una proteína soluble, tiene sitios hidrofóbicos que 
secuestran a las moléculas de detergente excedentes en el medio (la albúmina es uno 
de loe acarreadores para ácidos grasos en la sangre [Dempeey, 1984]), y que actúa 
como deeacoplante; es por ello que ni agregar esta protefna la velocidad de recambio 
se incrementa, pues los lipoeomae quedan mejor sellados. Por otra parte, se ha 
mostrado en la literatura que la reacción de recambio es sensible a la concentración 
de fosfato del medio [de Meie y cole., 1983; Dreyfus, 1985], en este caso se observó que 
a una concentración de 15 mM (máxima explorada), la reacción tiene su mayor 
expresión, es decir, la enzima parece tener una baja afinidad por el fosfato. 

Uno de loe puntos estudiados gracias a la reconstitución de la enzima en 
liposomas, son las relaciones hidrólieisfrecambio, que como se mencionó 
anteriormente, reflejan la eficacia del sistema aislado, dejando ver cuánto ATP se 
sintetiza por cuánto se hidroliza, y dan una idea del balance del sentido de la reacción 
y la conservación de la energía. Si el sistema está muy acoplado, la relación deberá 
estar cercana a uno, es decir un ATP hidrolizado por cada uno sintetizado. Para 
realizar estos experimentos es necesario cuantificar a la hidrólisis 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 según sea la reacción cuantificada (hidrólisis 
y recambio respectivamente). 

El primer parámetro a cuantificar fue el efecto de concentraciones crecientes 
de Mg·ATP. Se encontró que tanto para el complejo latente como para el activo, 
ambas reacciones, hidrólisis y recambio presentan una curva michaeliana, lo que 
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quiere decir que tienen una saturación por el sustrato. Debemos recordar que la 
reacción de recambio depende de la energla derivada de la hidrólisis del Mg·ATP, por 
lo tanto el Mg·ATP es uno de los sustratos del recambio. Al cuantificar la hidrólisis 
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 indicaría que la proteína 
inhibidora sólo disminuye el número 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 reacción de hidrólisis. En cuanto a la reacción de recambio, como era de 
esperarse por los resultados de las pruebas de reconstitución, 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 proteína inhibidora hace que la enzima se 
incline hacia la síntesis del ATP. Al realizar el cociente de hidrólisis sobre recambio, 
para ambos complejos se obtiene en el caso del complejo latente, en condiciones 
óptimas que la relación 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 reacción de síntesis que de hidrólisis. 

En cuanto a las reacciones de hidrólisis y recambio a concentraciones crecientes 
de Mg+, se encontró que tanto la reacción de recambio, como la de hidrólisis tienen 
cualitativamente el mismo comportamiento en ambos complejos i.e. la hidrólisis se va 
inhibiendo conforme aumenta la concentración del catión y el recambio se activa 
hasta llegar a una saturación. El efecto inhibitorio del catión solo se manifiesta en la 
reacción de hidrólisis 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 hidrólisis del ATP que también es un inhibidor de esta reacción puede actúa de 
manera individual o acomplejado con el magnesio libre para inhibir la reacción, en 
esta posibilidad se observaría un efecto global de inhibición 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 reacción parcial modificada sea la salida de los 
productos de la catálisis (ADP y Pi). Para entender el efecto del magnesio en la 
reacción de hidrólisis se necesita de un análisis más fino de su efecto inhibidor. Por 
el contrario, para la reacción de recambio no se hace patente el efecto inhibitorio 
porque seguramente se acompleja con los lípidos de los proteoliposomas y no afecta 
la reacción. Estos resultados, están de acuerdo con lo reportado para el complejo F ,,F 1 
de Dreyfus y col s. ( 1984 ), en estas condiciones se favorece el recambio y la relación 
es menor de 1, relaciones que son las mas bajas reportadas hasta el momento. De 
hecho se sabe que la acción de quelar a este catión está asociada con la 
despolimerización de la enzima y por tanto la completa pérdida de actividad 
catalítica. Es muy probable que la estructura cuaternaria intacta de la requiera de 
Mg2• como un elemento estabilizador [Senior, 1979). 
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Parámetros cinéticos de F.,F, y F.,F1l 

Hidrólisis de Mg-ATP 

K,,. 140µM 
V 8.33µmolmin' 1mg·• 

Reconstitución en liposomaa 

Hidrólisis de Mg-ATP 

ATP-Mg 

K,,. 
v .... 
Hidrólisis de Mg-ATP 

ADP 

Recambio ATP-''Pi 

ATP-Mg 

K.,. 
v .. 
Recambio ATP-3'Pi 

ADP 
K.,. 
V 

Recambio ATP-ª'Pi 

4.6mM 
282µmolmin' 1mg·• 

l2.7mM 

1.SmM 
8.lnniolrÍiin'1mg'1i' e 

2.0mM 
10.4nmolmin'1mg'1 

K.,. 2.48mM 
'mg·• 

8.4nmolmin· 5.51mM 
v .... 42nmolmin'1mg'1 

Tabla 7. Parámetros cinéticos de los complejos acti~o (F0F1) y latente (F ,F1l), obtenidos 
antea y despuiis de reconstituirlos en liposomas por elución·centrifugación. Se muestra 
un reaumen de los resultados obtenidos. 

Al realizar el cociente hidrólisill/'recambio en presencia de concentraciones 
crecientes de magnesio, se obtiene que para ambos complejos se obtiene un pico 
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máximo, que refleja el efecto inhibitorio del catión sobre la enzima en la reacción de 
hidrólisis. Para el complejo latente este pico es de mucho menor magnitud que para 
el complejo activo, lo que señala que en presencio del péptido regulador, la enzima 
está más acoplada, para llevar a cabo las reacciones de síntesis que de hidrólisis. 

En cuanto al efecto de las concentraciones crecientes de ADP, se encontró el 
dato más sobresaliente de las relaciones hidrólisis/recambio. Como es sabido el ADP 
es un inhibidor de le hidrólisis del ATP, por ello a concentraciones crecientes de este 
compuesto le reacción de hidrólisis 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 reacción de recambio, se encontró que en 
concentraciones crecientes del compuesto, tanto el complejo latente, como el activo 
presentan cinéticas de saturación. Debemos recordar que mientras el ADP es un 
producto inhibidor de la reacción de hidrólisis, es un sustrato de la reacción de 
recambio (pseudosíntesis) y de la síntesis. La diferencia en V mu• era un dato esperado, 
pues ya se había evidenciado que el complejo que contiene al péptido regulador, tiene 
siempre mayor velocidad de recambio (y menor de hidrólisis [Vázquez-Contreras y 
cole., 1995]); lo que resulta muy interesante es Ja 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 relación 
hidrólisis/recambio en estas condiciones, se encontró que a medida que se incrementa 
la concentración de ADP, para ambos complejos, hay una disminución-de la relación, 
y la diferencia se encuentra en la magnitud del cociente para el complejo latente y 
activo. 

Una de las teorías para la función general de la proteína:inhÍbidóra·en eF 
complejo ATPsintasa/ATPasa, propone que dado que el papel_fisioló¡¡ico~deIIF; es 
ayudar a conservar la poza de ATP generado por la cadena:.de:_:_trans¡}orte de 
electrones fotosintética o respiratoria, una de las funciones específicas del :péptido 
inhibidor es retardar la salida del ADP de la Fu lo cual inhibe la hidrólisis' por que. 
se evita que los sitios catalíticos de la enzima se llenen con el_ATP- [Tuená y cols., 
1983 y 1986). En otras palabras, el IF 1 retarda la velocidad con la 'qúe séJlevá Ja 
reacción de hidrólisis del ATP vía el retardo de la salida de:uno de lós'"l:ir~ductos de 
la misma. En el sentido de la síntesis la presencia del péptido i_nhibidor hiice_a la 
enzima más affn por el compuesto y permite que la reacción se'lleve·: a 'eabo más 
eficazmente. Hay que recordar que la reacción de recambio ATP·'.'Pi éé considera una· 
reacción parcial de la síntesis del ATP, ya que consiste de tiídos loi(¡iasos 'de esta 
reacción, incluyendo los pasos en dirección de_ la hidrólisis (ver Ecuacióíi'l); el paso 
limitante de la reacción de síntesis es precisamente la liberáéióri derADPYEn los 
resultados observados al trabajar con el complejo F.F1I; sólo Ja 'rcaéción de hidrólisis 
es sensible a la acción inhibitoria causada p_or el JF¡; -

Es muy probable q~~- e~ p~~;ri~~ia de la proteína inhibidora, el complejo 
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ATPeintaea/ATPaea pueda catalizar más eficazmente la reacción de síntesis, si la 
preparación con la que se trabajó para este reporte es ffsica y funcionalmente 
parecida a la enzima nativa, y ésta se comporta de manera semejante en este sistema 
como lo hace in situ, entonces ee posible que el IF1 no solo juegue un papel inhibidor 
de la hidrólisis, sino que de alguna manera ayude a la enzima a adoptar las 
conformaciones necesarias para realizar la función fisiológica principal de la enzima, 
la síntesis del ATP. 

La función del IF1 es todavía controvertida; algunos grupos han encontrado que 
bajo ciertas condiciones y en partículas submitocondriales el IF, es un inhibidor 
bidireccional i.e. que inhibe tanto síntesis como hidrólisis [Harrie, 1978; Harria y cols., 
1979; Tueca y cole., 1983; Beltrán y cole. 1986], y otros que proponen que el IF1 
claramente sólo inhibe a Ja hidrólisis del ATP cuando se induce vía gradientes de pH 
artificiales [Schwerzmann y Pedersen, 1981; Husain y Harria, 1983]. De hecho se ha 
propuesto que es probable que la síntesis y la hidrólisis del ATP en el complejo 
ATPsintasa/ATPasa se lleven a cabo en diferentes lugares de la enzima 
[Schwerzmann y Pedersen, 1986; Tuena y cola., 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 
función del IF 1 es regular la velocidad de hidrólisis y hacer más eficaz a la 
pseudosíntesie (incrementar la V mu y disminuir la K,,,), en comparación con un 
complejo carente de regulación por el péptido inhibidor. 

Finalmente y en busca de la composición polipeptídica real de los componentes 
del complejo FoF 1, ee realizaron pruebas para evidenciar la composición del complejo 
latente, como geles desnaturalizantes en gradientes lineales de acrilamida y en dobles 
dimensiones. La preparación se obtiene con 18 bandas teñidas 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 homología y peso con la 
banda reportada por el grupo de Walker [Lutter y cole., 1993] se le asignó a la banda 
# 5 la identidad de creatina cinasá [Vázquez-Contreras y cols.,'1995]. En general la 
preparación de ATPsintasa/ATPasa (F0F11 [Vázquez·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 
F0F1 reportados en la literatura, únicamente el complejo reportado por Walker y 
colaboradores (1991) contiene al inhibidor endógeno. Un hecho importante en cuanto 
a la composición polipeptfdica de la preparación F oF 11 es que no contiene al 
acarreador de adenin nucleótidos, como lo hace el complejo reportado por Serrano y 
colaboradores (1977). Este hecho es importante pues la presencia de esta proteína en 
la preparación dificulta mucho la incorporación de la ATPsintasn/ATPasa en 
liposomas de lípidos isoeléctricos como la fosfatidilcolina [Dabbeni-Sala y cols., 1981 
y 1989]. Actualmente se hacen grandes esfuerzos por diversos grupos de investigación 
para establecer la composición polipeptídica del complejo F0F1 A'l'Psintasa/ATPasa. 
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CONCLUSIONES 

Se mejoraron algunos aspectos de la preparación de F.,F 1 reportada por Dreyfus 
y colaboradores (1984), gracias al cambio del detergente LDAO por el LM. Este 
proceso permitió una comparación eficiente de las propiedades del loe complejos 
latente y activo. 

Encontramos las condiciones necesarias para reconstituir al péptido inhibidor 
en el complejo activo (F.,F1). Esta preparación es cinéticamente semejante al complejo 
latente y, a psrtir de estos resultados se dedujo que la población de enzimas en la 
preparación del F.,F11 no está contaminada con enzimas carentes de regulación por 
el IF1• 

Desarrollamos una metodología para reconstituir al complejo 
ATPsintasa/ATPasa en liposomas sellados de fosfatidilcolina mediante la modificación 
del protocolo de elución-centrifugación reportado por Garret y Penefsky (1975). 

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

En cuanto al recambio ATP-ª'Pi, se encontró que la reacción depende de la 
concentración de fosfato frió en el medio y que la presencia de BSA permite un mejor 
acoplamiento en loe proteoliposomae. 

A diferencia de lo que sucede psra los complejos sin reconstituir para el efecto 
de concentraciones crecientes de Mg·ATP, hay una variación en la K,,, para la 
hidrólisis en loe 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. La 
relación hidrólisis/recambio en estas condiciones, se mantiene al rededor de dos para 
el complejo latente y de 20 para el complejo activo. 

La relación hidrólisis/recambio en presencia de concentraciones crecientes de 
Mg'' describe u11 pico máximo a una concentración de lmM para el complejo latente 
y de 0.5 mM para el activo. 

En presencia de concentraciones crecientes de ADP la hidrólisis del ATP 
llevada a cabo por ambos complejos es inhibida hasta cerca del 90%. La reacción de 
recambio en estas mismas condiciones describe una cinética de saturación, cuya K,,. 
para el complejo latente, es un tercio que la que describe el complejo activo. 
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En cuanto a la composición polipeptídica del complejo se supone, por homología 
con la preparación del F 1 reportada por el grupo de Walker [Lutter y cola., 1993], que 
existe la copurificación 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 caracterización del intercambio de nucleótidos 
en el complejo ATPsintasa/ATPasa en presencia o ausencia del péptido regulador, no 
existen datos en la literatura acerca de la regulación de este evento mediada por la 
presencia de la proteína inhibidora en un complejo F0F 1 aislado. Utilizando el sistema 
de Juciferín-luciferasa, se puede conocer los eventos que suceden en el intercambio de 
nucleótidos en el complejo latente y compararse con el activo. 

Dado que el complejo acti\'o puede reconstituir al péptido regulador, es de 
interés el conocer cómo varían las reacciones de hidrólisis y recambio en este sistema 
reconstituido en liposomas. Existen reportes de que la enzima no funciona igual si 
contiene o no al péptido inhibidor o si se le ha reconstituido, pero estos datos se 
llevaron a cabo en un sistema de partículas submitocondriales. Estos resultados 
pueden ser diferentes en el complejo ATPsint.asa/ATPasa aislado y reconstituido en 
partículas lipídicas. De hecho no se sabe si el complejo activo reconstituye al IF1 una 
vez que ha sido reconstituido en liposomas. Se pueden hacer pruebas con agentes 
entrecruzadores de diferentes longitudes y cuantificar que sucede con la proteína 
inhibidora, hacia donde se mueve en condiciones de hidrólisis o de recambio y aportar 
datos que despejen la duda de si este péptido se mueve de lugar en la F 1 o abandona 
a la enzima cuando está catalizando. 

Se ha propuesto que el inhibidor natural de la F 1 se une selectivamente a un 
carboxilo terminal de una de las subunidades IJ, lo que soporta la idea de que Ja 
enzima tiene una asimetría funcional. Es posible sondear este hecho exponiendo a Ja 
enzima al compuesto DCCD marcado radioactivamente y cuantificar la existencia de 
carboxilos expuestos en presencia o ausencia de la proteína 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 P.St.a idea el hecho de tener a 
la enzima en condiciones de hidrólisis y/o de recambio para verificar la exposición de 
los carboxilos. 

Una posibilidad bastante fructífera es trabajar con el sistema de reconstitución 
con otras enzimas y probar que tan eficiente es cuando se usan otras proteínas 
diferentes al complejo ATPsint.asa/ATPasa. Una vez que este proceso se haya 
verificado y de resultar satisfactorio, tratar de hacer una reconstitución heteróloga 
con alguna bomba de protones y cuantificar directamente la síntesis de ATP llevada 
a cabo por el complejo FoF1 en presencia o no del IF1, pues tampoco se tienen reportes 
de un hecho como este en un sistema aislado. 

84 



Con técnicas de fluorescencia se puede cuantificar la estequiometría de 
protones bombeados por la enzima comparando estos datos para la enzima que posee 
y la que carece de regulación del péptido regulador. 

Finalmente la composición lipídica de los liposomas que contengan a la 
ATPsintasa/ATPasa es un factor que se ha reportado controla la catálisis de la 
enzima, dado que existen diferentes tipos de fosfolípidos disponibles, se puede obtener 
una mezcla de ellos que se asemeje a la composición lipídica de la membrana interna 
mitocondrial, con esto dar al complejo F0F1I un ambiente hidrofóbico como el que 
tiene in situ y verificar si este hecho modifica las características encontradas hasta 
el momento en el sistema reconstituido en liposomas de fosfatidilcolina. 
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