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RESUMEN 

La regulación de la fotofosforilación y de la fosforilación 

oxidativa requiere del conocimiento ele la funcionalidad ele cada uno 

de los componentes que llevan a caoo esta compleja función. La exis 

tencia ele una proteína inhibidora de la función catalítica del sistema 

fosforilante en rnitoconclrias , cloroplastos ( 1, 2 ) y meterías , con 

características estructurales y funcionales semejantes , ha ¡:>3rmiti _ 

do proponerla como un importante factor regulador Sin emrorgo , 

su mecanismo de acción , sobre tocio en la síntesis de ATP es aún 

incierto . 

Trabajos previos ( 3 ) en mitoconclrias ele hígado y corazón ele 

res han demostrado que la Octilguanidina inhibe la actividad A TPasa 

soluble y particulada, siguiendo un p:itrón cinético semejante al inhibí 

dor natural , lo cual ha sugerido un p::>sible sitio de acción común . 

En la presente investigación hemos utili7.ado la octilguanidina 

como un modelo de la proteína inhibidora en cloroplasto y CF 1 purifi_ 

cada . 

Nuestros resultados señalan que la Octilguanidina inhibe la 

fotofosforílación y la actividad de ATPasa a través de su acción directa 

en la CF 
1 

, en condiciones en las cuales la proteína inhibidora ha siclo 

movilizada de su sitio inhibitorio p::>r la luz , calor y clitioeritritol. 
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Esto podría sugerir un sitio común de amlxJs inhibidores por lo que 

puedeser. utilizado como un inhibidor modelo en el estudio del meca 

nismo de 'acción de la proteína inhibidora en el segmento CF 1 de 

cloroplasto . 



GENERALIDADES 
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GENERALIDADES 

Toda la energía consumida en los sistemas biológicos pro 

cede de la energía solar cuya transformación realizan los procesos 

fotosintéticos . Por lo tanto , la fotosíntesis es la primera etapa del 

flujo de energía a través de la biósfera y todos los seres vivos depen_ 

den de la energía solar para su subsistencia ya sea en forma directa 

como en los organismos autótrofos ó indirecta como en los organismos 

heterótrofos . La importancia ele la fotosíntesis no sólo reside en la 

captación primaria de energía luminosa , sino que provee al medio 

ambiente del oxígeno necesario para compensar su pérdida por la com 

bustión industrial y la respiración, y además , evita la acumulación 

rápida de gas carMnico en la atmósfera . Aunado a todo esto , el 

oxígeno molecular generado a través ele la fotosíntesis , se acumula en 

la atmósfera formando una capa ele ozono , que filtra las radiaciones 

ultravioletas y permite así la vida sobre la superficie terrestre . 

El término fotosíntesis se refiere normalmente al proceso 

total mediante el cual se forma glucosa a partir de COz y 1-120 a 

expensas de la energía solar . Sin embargo , sólo en las primeras 

fases de la fotosíntesis la luz es clirectaménte necasaria. En dichas 

fases , la energía luminosa captada se convierte en energía química 
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almacenándose en forma de un. enlace_ de alta energía en la molécula 

del Adenosin Trifosfato ( ATP ) . Estas primeras reacciones por 

consiguiente , reciben el nombre de_ reacciones luminosas . Las reac _ 

ciones restantes , mediante las cuafes la glucosa se forma a p.ntir 

. de co2 a expensas de la energía química , pueden tener lugar en 

ausencia de la luz y se llaman reacciones oscuras . Las reacciones 

luminosas son exclusivas de las celúlas fotosintéticas , mientras que 

muchas de las reacciones oscuras en las que se construye el esqueleto 

carbonado ele la glucosa a partir de co2 y ª2º ' también tienen 

lugar en las cclülas hcterotróficas . 

En las plantas superiores el co2 , el I-I20 y la energía 

solar son los reactivos el o
2 

y los carbohidratos ( CH20 )n son 

los productos. El proceso de la fotosíntesis tiene lugar en organc:los 

llamados cloroplastos . 

Es interesante mencionar la existencia de una gran simili_ 

tud estructural y funcional entre la mitoconclria y el cloroplasto. Estos 

organelos de doble membrana son capaces de obtener energía ya sea 

a través ele la luz como en los cloroplastos ó de la oxidación de com 

puestos orgánicos como en las l"llitocondrias y almacenarla en forma 

de ATP 

Los cloroplastos roseen formas variadas , pero frecuente 

mente son estructuras elipsoidales de 3-10 }1M que son considerable 
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mente mayores a las mitocondrias . Del mismo modo que la mito 

condria , el cloroplasto está rodeado JX>r dos membranas . La memhra 

na interna .se pliega hacia el interior para formar las larnelas , se_ 

mejantes a las crestas mitocondriales . A intervalos , las lame.las 

se espesan para formar estrucruras llamadas discos tilacoiclr, les. Los 

apilamientos de estos discos se conocen con el nombre de grana. Los 

grana contienen todos los pigmentos transp:>rtadores de electrones de 

los Fotosistemas I y II y las enzimas fosforilantcs . La mayor p:trte 

de las enzimas que participan en las reacciones oscuras en las que se 

fo1rna la glucosa , estáa localizadas e11 el estroma , material serniflui 

do que baña las lamelas y los grana ( Fig. 1 ) . Los cloroplastos , 

al igual qwe las mitocondrias , llevan a cabo movimientos iónicos cuan 

do son iluminados , de tal modo que los iones 1/ se mueven hacia 

el interior y los iones K + y Mg+I· hacia el exteri.or . Por otra par_ 

te , las lamela y los grana experimentan cambios característicos en 

su forma y organización estructural durante los períodos intermitentes 

ele luz y oscuridad ( 4 ) . 

En amlxls procesos , la fotofosforilaci on y la fosforita 

ción oxiclativa , el agua sirve como donador de hidrógeno ; p~ro en 

las mitoconclrias además los hidrógenos también derivan de los sustra 

tos como el piruvato ó los a:::idos grasos . Mientras que en Jos 

. cloroplastos la ruptura del agua tiene lugar p:>r medio ele la luz y los 

pigmc:ntos fotosintéticos , en las mitocondrias ésta se lleva a cabo a 

través del ciclo de Krebs . Aunado a esto , el ace:ptor Je electrones 
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en ambos es diferente el.coxigeno en las mitocondrias , y el co2 ( Vía 

. NAO y cldó reductivo .de las pentosas ) en los cloroplastos ( ver Fig. 2 ). 

·• [,~ Fig;.3. mu~sfra un esquema de la cadena oxidativa de los 

cloroplastos'~que. tiene similitudes con la cadena respiratoria en mitocondrias 

ya qu~ en alllbas existen fla voprotcínas ' proteínas con hierro no hcmo 

quinonas ', citocromos , proteínas con cobre y Nicotinamin Adcnin nucleót.iclos. 

Durante el transp::irte de electrones en mitoconclrias , los proto 

nes se mueven de la matriz mitocondrial hacia a fuera . En cloroplastos , 

¡:articulas subclorophísticas y partículas submitocondrialcs de p::ilariclad in 

vertida los protones se mueven de afuera hacia adentro . Este movimiento 

vectorial de protones requiere de una organización asimétrica de la cadena 

oxida ti va 

La Tabla l muestra algunas de las similitudes entre cloroplasto 

y partículas submitocondriales ( 4 ) . En estos sistemas generadores de 

energía se forma ATP , dada su gran similitud , es p::isible que el mecanismo 

de fosforilación fotosintética se asemeje al mecanismo ele fosforilación oxi 

dativa en mitocondrias . Haciendo factible , :¡ue la mayoría ele las conclusio 

nes obtenidas del estudio de la fotofosforilación pueden ser aplicadas al 

resto de las membranas transductoras· de energía . 
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Eventos Primarios de la Fotosíntesis 

Todos los organismos fotosintéticos tienen uno ó más pigmentos 

orgánicos capaces de absorber la radiación visible para iniciar las reaccio · 

nes fotoquímicas de la fotosíntesis . Los pigmentos fotosintéticos se en cu en 

tran unidos a estructuras membranosas , ¡:or lo cual la conversión de la 

energía luminosa a energía química ocurre en la membrana . 

Los pigmentos fotosintéticos p~1eclen ser clasificados en 3 grup:>s 

principales : clorofilas , carotenoicles y ficobilinas . La función ele estos 

pigmentos es proporcionar un sistema eficiente para absorber la luz del es 

J.::>3Ctro visible . La energía absorbida es transferida a los centros ele reacción, 

donde es utilizada para las reacciones fotoquímicas . Los pigmentos relaciona_ 

dos en el proceso ele absorción de la luz son conocidos corno " pigmentos 

cosechadores de energía " ( 5 ) . 

Existen dos tipos de clorofila ~ y ~ en plantas superiores y al 

· gas verdes . Ambas son solubles en solventes orgánicos ; la clorofila a 

es el pigmento más abundante y se encuentra en todos los organismos foto 

sintéticos que producen oxígeno . Se han p:>stulado varias formas ele clo 

rofila a tomando en cuenta su máximo de absorción en la región del rojo 

del es1~ctro visible : Chla 660 , Chla 670 , Chla 680 , Chla 685 , Chla 690 

y Chla 700-720 . Las formas ele Chla que absorben a longitudes de onda 

corta son f1 uorescentes y predominan en el PS n . Las formas ele Ch la 

que absorb::m a longitudes de onda más larga , son ligeramente fluorescen 

tes y se encuentran en el PS l . 



TABLA 

Similaridades en'tre la Fosforilación Oxidativa en Partículas 
Submitocondriales y Fotofosforilación en Cloroplastos 

Propiedades 

CompJnentes del Transporte 
de electrones 

Movimiento de protones 
durante la oxidación 

Factor de acoplamiento 

Actividad A TPasa 

Proteína Inhibitoria 

Reacciones de Intercambio 

TopJgrafía 

Estructura al Microsco 
pío Electronico 

En Partículas Submitocondriales y 
Cloroplastos 

Citocromos, flavoproteínas , 
quinonas , nuclcótidos . 

De afuera hacia adentro 

Similares en: Peso Molecular 
composición de aminoácidos , estruc 
tura de subunidades , labilidad al 
frío . 

Latente , puede ser desenmascarada 
con tripsina con p§rdida de actividad 
ele acoplamiento 

Presente 

ATP-llzO 

Organiwción Asimétrica 

Membrana igterna similar con esferas 
de 85 - 90 A . 
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La clorofila b se encuentra en todas las plantas superiores y 

algas verdes . Su máximo de absorción en la región del rojo es a 650 nm. 

Recienteme.nte seha rostulado la existenCia de otras formas de Chlb 
~ '; \}, 

la Chlb 6~b ' y la Chlb 650 . La mayor proporción de Chlb se detecta 

en el PS IL. 

Carotenoides . Son pigmentos de color amarillo y anaranjado 

que se encuentran en casi todos los organismos fotosintéticos . General 

mente se acepta que la mayoría de los carotenos esta asociado al PS I y 

las xantofilas al PS II . Son solubles en solventes orgánicos , existiendo 

dos clases de carotenoides : 

l. - Carotenos . Son hidrocarburos que absorben en la región del azul 

del espectro. visible . Entre los carotenos más comunes , encontramos el 

b- caroteno . 

2. - Carotenoles . Son alcoholes comunmente llamados xantofilas . 

Ficobilinas . Son pigmentos solubles en agua , presentes en algas ro 

jas y azul-verde , con estructura de tetra pirroles de cadena abierta . 

Las ficobilinas están generalmente asociadas con el PS II pudiéndose en 

contrar también en el PS l . Existen dos clases ele ficobilinas : 

i) Ficocianinas : Las cuales predominan en algas azul -verde y cuentan 

con un máximo de absorción a 630 nm. 

ii) Ficocritrinas : predominan en algas rojas y absorhon alrededor de 

540 nrn . 

La Fig. 4 muestra una distribución aproximada ele los diferentes 
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pigmentos en los Fotosistemas l y ll en plantas verdes . La Fig. .S ilus 
1 

tra un esquema las reacciones moleculares de la transferencia ele energía; 

las moléculas de clorofila , excitadas ya sea ¡ur la absorción directa ele 

la luz ó a través ele la transferencia de la energía de excitación p::>r pig_ 

mentas accesorios , alcanzan el estado ele excitación ó singulcte . La 

energía rotencial de la molécula en el estado excitado puede ser clisip:1do 

en varias formas ya sea a) regresar al estado l"l'1sal a través de una con 

versión de energía con p§rdida ele calor b) transferir su energía a olra 

molécula hasta que la energía finalmente alcance el centro ele reacción don 

ele es convertida en energía química de los productos de reacción y c) 

alternativamente la molécula pJeele regresar al estado lxisal con la libera 

ción de un quantum de luz produciendo fluorescencia ó a través de un estado 

triplete produciendo fosforescencia 5 ) . 

Sólo una p.::queiia ¡u rte ele las clorofilas , del centro de reacción , 

interviene en la transformación de la energía luminosa en energía :¡uímica 

Las clorofilas del centro ele reacción son ::¡uímicamcnte idénticas a las 

otras clorofilas de la unidad fotosintética , pero tienen propiedades espe 

ciales p:::>r estar localizadas en un ambiente favorable para la transferencia. 

Una de estas diferencias es el nivel ele energía de su estado ele excitación, 

menor :¡ue las otras clorofilas , que las hace atrap.1Joras de l'ncrgía . La 

energía absorbida pJr estas clorofilas salta desde la unidad fotosint&tica 

hasta un centro ele reacción en un proceso muy .rápido :¡ue ocurre en me 

nos ele 10-lO segundos . 
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En las plantas verdes , hay dos sistemas· de pigmentos , y p::>r 

lo tanto dos tipos de unidades fotosintéticas . Cada unidad fotosintética tie 

ne su centro de reacción : y el 

P 680 en el Fotosistema lI ( PS 11 ) . 
'' ,· e' .• '.·-.- ·~ 

:,,,. 

Una vez que la energía , pór los: difet~!lt&~. meeanismos mcn 
·::-·;·,:~/', 

cionados alcanza el centro de reac.cfoni; .es coriv~rtida en energía quimi _ 

ca con la Producción de un eqi.tivriient~ o;Üante f un equivalente reduétor. 

Secuencialme11te , el centro de reacción alcanza el estado excitado ó sin 

gulete , el aceptar de electrones primario es reducido in media tamcnte y 

el centro de reacción c¡ueda oxidado recibiendo a su vez , un electrón ele 

un donador primario de electrones y logrando de esta manera , regresar 

al estado basal . Quedando al final del proceso el donador primario oxi 

dado y el aceptar primario reducido . 

Eventos Secundarios de la Fotosíntesis 

Trans¡:orte ele electrones . En el Fotosistema 1 se lleva a cabo 

la oxidación del citocromo f y la reducción del Nicotinamin adenín dinu 

cleóticlo ; en el Fotosistema 11 se oxida la molécula de H20 con la pro 

clucción de o2 molecular y la reducción ele ciertos inte:rmedia ríos . La 

transferencia ele electrones desde el 1-1
2
0 al c.itocrorno I completa la 

cadena ; este p.1so es excrgónico y está acoplado a la síntesis ele ATP 

( fosforilación no cíclica ) . lv!ediante un flujo cíclico de electrones alre 
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dedor del PS I es posible producir A TP en el proceso de fosforilación 

cíclica . El ATP y el NADP reducido , productos de las dos reacciones 

luminosas , son suficientes para que la fijación de carbono se lleve a 

cabo con la incorporación de co2 a materia orgánica ( CI-120 )n 

El transporte de electrones , propuesto por Hill y Bendall 

( 6 ) ó esquema Z , ilustrado en la Fig. 6 , contiene la vía de reaccio 

nes de oxido-reducción que se efectúan desde el H2 O hasta el NADP+ . . 
De acuerdo con este modelo el Fotosistema Il oxida el agua ( E0 = + O. 8 v ) . 
a oxigeno libre , y reduce a Q ( E

0 
= O. O v ) , mientras que Fotosis 

1 

tema I reduce un aceptor de electrones de l:ajo potencial X · ( E0 = 
1 

- O. 6 v ) y oxida al P 7 00 ( E
0 

= + O. 4 v ) . 

Se ha sugerido que "Q " puede ser equivalente a un componen_ 

te que produce un cambio de absorbancia a 550 nm , conocido como 

C 550 y de igual manera " X " similar a un componente referido como 

p 430 . 

El P 700 oxidado es reducido por el Q reducido a través ele un 

transporte de electrones exergónico que esta acoplado a la fosforilación 

de ADP ( fosforilación no cíclica ) Los transportadores de electrones 

implicados ¡u.recen ser el Ci t 559 bajo p:Jtcncial ) , el PQ , el Cit f 

y el PC en este orden . Bohrne y Cramer en 1972 demostraron ::¡ue 

existe un sitio ele fosforilación entre el PQ y el Ci·t f . El aceptor de 

ele.ctrones ele bajo potencial ( X ) en el PS l puede reducir a NADP+ ya 
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PS 11 y el P700 del Fotosistema l. El flujo de electrones no ci 
clico emplea ambos fotosisternas , empezando en el agua y fina-
lizando en el NADPH El flujG de electrones cíclico solamente 
requiere el PS 1 . 
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sea a. través de FRS y. Fd . y generar así. el NApPH ·puede entrar al 

.ciclo de fijación de carbono ó regresar el electrón a un· almacén in ter 

medio de lectrones ( probablemente Cit. b6 ) . En este u1timo caso , el 

transp::>rte de electrones traza un circuito cerrado utilizando únicamente 

. el PS I , el cual es referido como trans¡xirte cíclico de electrones y la 

formación de ATP que le acompaña es conocida como fotofosforilación 

cíclica . 

Para que la fotofosforilaci6n se lleve a cabo se requiere ele un 

complejo protéico capaz de utilizar la energía derivada del transp:n·te 

de electrones lllra formar ATP a ¡:nnir de ADP y Pi . La elucidación 

de esta compleja clase de enzimas representa uno de los retos más 

im¡:ortantes ele la biología molecular 

De acuerdo con la I-lip5tesis Quimiosmótica de Mitchell ( 7 ) , 

la energía lirerada de la transferencia de electrones genera. un gradiente 

ele protones ó electroquímico ( 6, }1 H+ ) el cual es utiliza::!o por 

el complejo protéico llamado ATPasa , pua formar el ATP . 

Síntesis de A TP Los complejos ¡.¡+ - ATPasa se han aislado 

e identificado en una gran variedad de mcmbrnnas transductoras de 

energía : mitoconclrias , cloroplastos y bacterias . Están compuestos 

de dos estructuras distintas : un sector catalítico , ele naturaleza hi 

clrofilica y un sector membrana! de naturaleza hidrofóbica . La función 
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del sector cata.lftico( CFl ~' ATPasa ) es catalizar la formación de 

ATP a expznsas de l~ ~n~rgía expres2da corno un flujo de protones. 

La función del sector membrana! ( CF 0 ) es proveer al sector ca ta_ 

lítico de ·un flujo es¡:>3cifico de prot~nes a través de la membrana . 

!:actor de Acoplamiento de Cloroplasto ( CF 1 

La fotofosforilación se encuentra acoplada al transp:irte de 

electrones a través de un intermediario común :¡ue es el gradiente de 

protones ó potencial electroquímico; un gran número ele tratamientos 

aumentan el transporte de electrones e inhiben la síntesis de ATP y 

de esta manera , la fosforilación es desacoplada del transporte de elec 

trenes . El desacoplamiento p!.Iede ser explicado aduciendo que cier _ 

tos tratamientos pueden causar la liberación de las proteínas ele la 

membrana implicadas en la síntesis de A.TP y que bajo condiciones 

apropiadas , las proteínas pueden volver a unirse a ésta y restablecer 

la fotofosforilación . Por ejemplo , en cloroplastos tratados con solu 

cienes salinas , se libera un complejo proteico al que se le ha llama 

do factor de acoplamiento ó CF 1 . Por otro lado , en 1962 Jagenclorf 

y Smith ( 8 ) encontraron que la fotofosforilación se desacopla al 

tratar membranas ele tilacoicles con soluciones diluidas ele EDTA . Poco 

clespuc':!s A vron en 1963 ( 9 ) demostró que la proteína liberada por 

el tratamiento con EDTA , restablecía , en presencia ele Mg-t+ par_ 

cialmcnte la fosforilación en membranas clcsncopladas con EDTA 
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identificándolo con el factor· CF 1 

Purificación y Propiedades . S e han desarrollado diferentes 

métodos con el objeto de obtener y caracterizar el factor ele acopla 

miento CF 
1 

, que en un principio presentó serios obstáculos , 

p:Jrque se carecía de un ensayo adecuado para cuantificar su actividad ; 

esto fué posible sólo cuando la actividad de ATPasa se hizo manifiesta 

( 10 ) . 

Con el fin de solubilizar a la enzima adosada a la membrana 

se han efectuado extracciones con acetona y se ha purificado p-1rcial 

mente con precipitación fraccionada con sulfato ele amonio ( 10 ) . 

Lográndose purificar mediante el empleo de electroforesis en geles de 

poliacrilamicla y ultracentrifugación analítica ( 11 ) . 

Una técnica alternativa de solubilizar el factor ele acopla 

miento , consiste en el empleo ele soluciones diluidas de BOTA . Pue 

de ser purificado a través de una cromatografía de columna en 

DEAE- Celulosa y centrifugación ¡X>sterior en un gradiente de saca 

rosa ( 12 ) . 

La lilx!ración del factor de acoplamiento también se ha 

logrado mediante extracciones con cloro[ormo . R;:;sulta.1clo ser un 

método conveniente de extrn·"r la CF 1 con toJas sus subuniclades , 

ya que mantiene la actividid ele acoplamiento de la fotofosforilación 

( 18 ) . El método ademá3 iX"rmite obtener un buen rendimiento de la 
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enzima a partir de i:x;queñas cantidades . Un método fácil y rápido. 

de cuantificar el grado de pureza de preparaciones .d~ CF1 se basa en 

el hecho :¡ue a diferencia de otras proteínas , \a Ó'i' ·· .. carece de 
: ' 1 ... 

triptÓfano , por lo cual la relaciórr de fluo~escen.da: enfre 300 y 

350 nm se incremerrta conforme se purifica la proteína ( 12 ) . 

Estructura - La ATPasa de cloroplasto es una proteína esfé 
o 

rica con 90 A de diámetro , que puede observarse con tinción nega 

tiva mediante microscopra electrónica . 

El aislamiento de la CF1 de la complejidad del medio que 

la rodea ha p:mnitido un estudio más extensivo de la molécula . El 

peso molecular de CF 
1 

determinado p::ir ultra centrifugación es de 

325, 000 ( 11 ) y esto se ha con firmado ¡'Xlr medio de difracción de 

rayos X , indirnnclo que la proteína es casi esférica , con un coefi 

ciente de sedimentación de 13. 2 S y O. 7 45 ml/ g de volumen parcial 

csp8cifico . El contenido de aminoácidos ha sido rep::irtado ( 11, 14 ) , 

detectándose además 3 mol ele carbJhiclrato pJr mol de aminoácido . 

En la compclsición ele aminoé'iciclos , se observa que carece de trip _ 

tófano , y los gru¡xis amino terminal a¡nrentemente están bloqueados. 

En la proteína dcsn::i turalizacla , 6·:'! pueden cuantificar cerca de 8 

grup:)s -SH , y 4 cisteínas más se encuentran formando puentes clisul 

furo . La proteína oligomérica se disocia en sus diferentes [Dlip~pti 

dos cuando se incuba a bajas temp:'!raturas y en presencia de sales 
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( 15 ) , en consecuencia pierde su actividad ATPasa . La inacti 

vación y consecuente disociación se previene en presencia de bajas 

concentraciones de nucleótidos y metales divalentes 6 en presencia de 

lípidos de cloroplastos 

La_ CF 
1 

es una p1'oteína incolora , soluble en agua . Me 

diante la electroforesis en geles de roliacrilamida con sos ' se ha 

demostrado que la CF 1 esta compuesta de 5 subunidades diferentes , 

característica que es comp1rtida con otras ATPasas . Cada uno de 

los lDlipéptidos se le ha denominado 

E y 

56,000 

en orden decreciente de peso molecular : 59, 000 

37,000; 17,5000 y 13,000 rcsp2ctivamente. 

J 

A diferencia de la aceptación general que existe en cuanto 

al número de subunicladcs que componen la ATPasa de diferentes fucn 

tes , la estequiomctría ele estas sub'..lnicladcs es aún materia de gran 

controversia . Una estimación de la estcquiometria de las subunidades 

fué realizada cuantificando la radioactividad relativa ele cada subunidad 

en un gel de electroforesis con SOS de muestras de CF 
1 

aislado 

de plantas de chícharo crecidas en 14co2 ( 16 ) . Sugiriendo una 

composición ele enzima ele o<- z ~ 2 ~ J E 2 . Estudios con 

reactivos de entrecruzamiento en CF 1 también han indicado la 

misma composición , por lo rnal esta cstcquiometría es la más 

aceptada ( 17 ) . 

La función de cada una de las subunicladcs :¡ue com¡xmen 
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la CF 1 , se ha investigado probando anticuerp::is contra cada uno 

de los p:ilipéptidos ( 18 ) : Ninguno de ellos , por si sólo inhibe 

la actividad de ATPasa de la CF 1 aislada . En cloroplastos , anti-ot-

y anti-~ inhiben la síntesis y la hidrólisis del ATP . Anti-o<:. 

también inhibe la estimulación catalítica de captación de protones 

inducida ·por el ATP . La aglutinación de los cloroplastos es observa 
,,·•. '; 

da cori anti-O( · y anti "f , ¡:>3rO no con anti - 'f . Anti - e. ( 18 ) 

y anti - ~·· ( ~9 J pi~eyienen. la inhibición ele la subunidad e ele 

la CF ¡. ·previámcrite activada . 

La composición de subunidades y el ¡:npcl funcional de cada 

una de ellas se compara en la Tabla Il . 

Propiedades Catalitic~ - La CF 1 purificada solamente presen 

ta actividad de ATPasa y excepto p::ir el intercambio Pi -180 

ninguna otra reacción ele intercambio como la de ATP-Pi ó la de 

ATP-ADP puede ser detectada . 

Al igual que la enzima adosada a la membrana , la enzima 

aislada tiene actividad ele ATP3sa latente y clclx; ser activada pJr 

tratamientos como tripsina , calor ó p::ir la incu!Xlción con altas con 

centraciones de ditioeritritol ( 1 El , 20 , 21 ) . 

A diferencia de la actividad ATPasa unida a la membrana , 

+t la cual es elep;;ndiente ele l\1g , la actividad ATPasa de la CF 1 

aislada es de¡xmdiente de Ca~+ Esta Ciltil11a ha jo apropiadas concentra 

ciones de aciclos dicarboxilicos y l'vlg+t , también presenta actividad 

A TPasa dep:::ndicnte de i\1agnesio ( 22 ) . 
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TABLA 1 1 

Algunas propiedades de las subunidadcs que comp:men la 

Subunidad 

Alfa 

Beta 

Gamma 

Delta 

Epsilon 

CF 
1 

de cloroplasto . 

Peso Molecular Probable 
Estequiometría 

59 ººº 2 

56 000 2 

34 000 1 

17 500 1 

13 500 2 

Funciones 
Sugeridas 

Regula to ria 

Sitio Activo 

Trans¡XJrte de 
Protones al 
Sitio Activo. 

Unión a la 
membrana 

Unión a la mem 
brana, Inhibidor 
de ATPasa . 

. ,,. 
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Los evenfos que~ ctan . lug<!r a. la ap:i.riciÓn de Ta actividad · cte ·· 

ATPasa no han ~sido dilucidados pero es pJsible que la activación ocurra 

como consecuencia de la. disociación 6 dislocación de la proteína inhibido 
- . - . . 

ra de la ATPasa ( 1 ) , la cual se ha sugerido que es la subunidad ·. 

epsilón . 

Dado que la A'fiJasa contiene nucleótidos " fuertemente unidos " 

el proceso de activación pudiera implicar cambios en la afinidad de estos 

nucleótidos ( 23 ) , ya sea lirerando el ADP unido a sitios no intercambia 

bles ó movilizando el ADP a sitios de intercambio . 

El mecanismo de activación ele la ATPasa de¡xmde ele la energía , 

este proceso p:irece implicar cambios conforrnacionales que facilitan la 

reducción de enlaces clisulfuro p::¡r compuestos reductores como el DTT 

( 2 ' 24 ) . 

Recientemente se ha observado ::¡ue la activación de la ATPasa 

implica la expJsición de un enlace disulfuro en la subuniclad '6 ( 25 ) . 

Dicho enlace puede ser bloqueado ¡XJr N-etilmaleirnida observándose , en 

consecuencia una inhibición tanto de la fotofosforilación como Je la actividad 

de ATPasa inducida JX>r la luz . 



INTR0Dl3CCION 
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1 N T R Q_D_U C QJQ N 

_·._i_ -'e" ' -- .• 

. . - ' . ' 

A través ele toda -la escala filogenética encontramos la . existencia 

de H+. - A TPasas en m¡~condrin s .. de célúfas éU~ariótfcas , en clo1;oplas 

tos de célúlas vegetales y en membrana$ .pi¿~111}ricÍfi~ ··c1~· ~6reri~s aeróbi 
.. -\. ,:::' ·,,:: __ ;·::·.:-: .. ,· 
-'.'._;_·,·.'::, 

cas ó anaeróbicas . 

Siendo el A TP el recurso pff1~~1-"it~ de energía para la mayo ría 

de los procesos biológicos , resulta · imp:>rtante 21 cono;~imiento del funciona 

miento de la 1-1+- ATPasa ; ~omplcjo proteico :¡uc catnliza tanto la síntesis 

como la hidrólisis del ATP . Como se mencionó anteriormente , los com 

plejos H + - ATPasa se han aislado de numerosas fuentes , mostrando gran 

similitud en estructura y función . Además , resulta interesante a1iadir :¡ue 

todos los sistemas biológicos pr'-"sentan .:orno part= de su estructura , pép _ 

+ 
tidos reguladores de las H - ATPasas 

Pullman y Monroy en 1963 ( 26) detectaron y aislar:.m una pro 

teina mit02011Urial de b::tjO p::!SO molecular '.:J'.IC esrccifkamente inhibe la 

actividad hidrolítica del complejo ATPasa . Esta prutein:i ;:;s •:onocicla como 

el inhibidor natural de la ATPasa y también ha sido a.isb:la de lc\·aduras 

( 27 ) , cloroplastos ( 28 ) y bacterias ( 29 ) . Además de inhibir la 

hidrólisis del ATP es capaz de inhibir tocbs las n>::iccioJcs dep::nclientcs de 

A TP ( 30 ) y se ha sugerido como un ¡:osible regulador de la ATPasa . 



También se ha demostrado :¡ue la proteína inhibe la foto;'osforilación en 

cloroplastos ( 2 ) y la fosforilación oxidativa en mitoconclrias ( 31 ) . 
' 

Inhibidores ele la !-!+- A TPasa aislados de corazón de res ( 26 ) , 

de hígado de rata ( 32 ) y de levaduras ( 27 ) han demos tracto :¡ue éste 

péptido es diferente de fas 5 subunidades :¡ue se e11cuentra11 rormando p:ir 

te de la F . En cambio , el inhibidor de la 1-I+- ATPasa de cloroplasto 
1 -

paréce ser la subuniclad épsilon . Nelson y .::olabJraclores en 1972 ( 28 ) 

aislaron el inhibielor de la ATPasa ele cloroplasto a p::irtir ele CF 1 y clernostra _ 

ron que presentaba una sola bai1ela en geles de pJ!iacrilamicla y un peso 

molecular semejante a la subuniclad épsilon . 

En general , los péptidos inhibiclores ele las I-1+ - ATPasas son 

estables al calor , álcalis , ácidos y al frío . Presentan un peso molecu 

lar de alrededor de 10 000 daltones y son inactivados pJr tripsina y por 

quimotripsina . 

A excepción del inhihiclor ele cloroplasto ( subunidad épsilon 

tocios los inhibidores requieren de un ¡x:ríodo de incubación con la F 1 

antes del ensayo para obtener una máxima respuesta inhibitoria . Siendo 

esta interacción incrementada C'n presencia de A TP , cationes divalentes (33) 

y a pl-I ácido de 6.5-6.8 .( 26, 31): 

Trabajos recientes !Jan demostrado ( .34 ) :¡ue el inhibielor ele la 

ATl'asa de cor<1zfocle res es no competitivo con respecto al ATP , ya que 

la unión del inhibiclor a partículas subrnitocondriales ( p:utículas AS ) de 

corazón de res ó a la F 1 de corazón no cambia la Km p1ra el ATP ó 
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la Ki para el ADP . Gomez-Puyou y colatoradores ( 37 ) encontraron una 

inhibición incom112titiva con ATP . Todos lo~ resu.ltados anteriores pu-ecen 

indicar :iue el inhibidor no interact.úa <:()n ~lsitio catalítico de la F 1 

Recientemente Krull y Schuster ( 36 } al estudiar. la interacción 

del inhibidor con F 1 usando como sustratos ATP é l.TP , p:Jstularon la 

existencia de dos áreas de regulación en la e11zi1na : una esp3cífica j)o1ra 

nucleótidos y otra para el inhibidor . 

Se ha sugeridó que el inhibidor es desplaza.do del comp::mente 

F 1 del complejo l·¡+ - ATPasa con el establecimiento de la fuerza proto 

motriz y que esta disociación induce la transición al estado activo ( 29, 36), 

pero hasta ahora no existe una demostración directa ele esta disociación 

física del inhibidor . 

Trabajos previos ( 3, 37 ) han demostrado ~ue ciertos cationes 

orgánicos , como la Octilguanidina afectan las propiedades catalíticas de la 

F 1 y que en algunos asp2ctos su acción se asemeja al inhibidor natural ele 

la ATPasa ; inr ejemplo , amlxls inhib2n la actividad de ATPasa de pirtícu 

las submitocondriales y F1 soluble , protegen a la F 1 contra la inactivación 

pJr frío y afectan de manera muy similar la cinética de la actividad enzimá 

tica cuando se prueban en función de la concentración de Mg-ATP . Aunado 

a esto, la acción de la octilguaniclina y el inhibiclor nat11ral son p:ircialrnen 

te aditivos , lo que ha ¡X!rmitido sugerir un pJsible sitio de acción común 

a amlxls inhibidores . 
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Dada la gran similitud entre el efecto de la octilguanidina y el 

efecto del inhibidor natural en la actividad de las lff- - ATPasas se 

creyó conveniente su utilización corno modelo de la acción del inhibidor 

natural . 

En el curso de este trabajo , estudiamos la acción inhibitoria 

de la Octilguanidina en el cloroplasto , caracterizando su acciéin . P;ira 

ello , el efecto de la Octilguanidina sobre la 1-1+ - A'Hasa fué estudiada 

a dos niveles de integración. , en el cloroplasto entero y en la CF 1 

aislada , lo cual nos permitió establecer semejanzas y Jifercncias con el 

inbibidor natural . 



MATERIAL 

y 

METODOS 
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Materiales y Métodos 

Aislamiento de Cloroplastos 

El aislamiento de cloroplastos , Clase 11 ( sin membrana externa) 

se realizó siguiendo el método empleado ¡:nr Me Carry y col. ( 38 ) . Todas 

las operaciones se realiza ron entre O y 4 ºC . Se partió de 60 g de hojas 

de espinaca ( Spin~cea 9leracea L. ) previamente lavadas a :as que se les 

disecó la vena . central , antes de ser fragmentadas en ¡X!q.1e:ños jA:.!dazos. Pos 

teriormente se homogeniza:1 ¡:Dr 20" a '!elocidad máxima en una licuadora 

Osterizcr modelo 403MV con 120 ml de medio ele aislamiento co:1sistente en 

sacarosa O. ,1 M , NaCl 10 mM y Tricine-NaOll 20 111M prI 8. O . La sdspé!11sión 

se filtró a través de 4 capas ele gasa y el filtrado se centrifugó 2 minutos a 

200 x g en una centrífuga Sorvall refregerada modelo RC-65 , se descartó el 

sedimci1to que contenía células enteras , núcleos y puedes celulares . El 

sobrenadante · se centrifugó 10 minutos a 3000 ., ~ , obteniénd•)Se un precipitad::> 

que contiene los cloroplastos el cual se lavó dos veces con 50 ;nl del siguien 

te medio : O. 4 M sacarosa , KCl 1 O mI'vl y Tricine-Naüll 20 ;i1M pl-1 8. O . Fi 

nalmcnte los cloroplastos resultantes se resusp~ndieron en 2 ml de medio de 

resus¡x=nsión que contiene los reactivos del medio anterior adicionados de 13SA 

al 1 3 y glicerol al 10 3 corno preservativos ( 39 ) . Se mantuvieron congelados 

durante dos semanas a -20 ºC hasta el momento ele usarse . 

La Fig. 7 ilustra el esquerna cJ,3 aislamiento antes mencionado . 
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60 g de Hojai;;.de Espinaca 

! 
+ 120 mi de Medí.o cle_ Áisfa1ni ento [ .·· .... · .... ··.. ... . 

Homo9eni zar enJiclJado.ra 20seg a Ve 1. Max. 

Fi 1 har 

1 
Sedimento 1 

restos celulares ) 

1 
( 4 · capas de gasa 

1 Centrifugar 200 g x 2 min 

1 
Sobrenadante 

Centrifugar 3000 g 
x lOmin. 

Sedimento 2 

Medio de Resuspensi6n 

(se lavan 2 veces) 

~ 
sob1'cnaJante 

Cloroplastos en Medio de Resuspcnsi6n 
26 3 mi+ RSA 1% y glfcerol 10 % 
-conservados a -20 o e - . 

Fig. 7 . - Aislamiento de cloroplastos. 

sobrenadante 



Valoración del contenido de clorofila en cloroplastos 

La determinación del coúteniélo .de clorofila 40 , 41 ) en cloro 

plastas se realizó extrayendo 20 Jll de. la susP3nsión de cloroplastos con 

5 ml de acetona al 80 ¡x>r 100 , la sus{)3nsión acétonica se mantiene en la 

oscuridad durante 5 minutos y se centrifugó en una centrifuga clínica a 

200 g durante 5 minutos . Al extracto acétonico se le miclló la absorbancia a 

6.J9 nm y 665 nm , utilizando acetona al 80 3 como un blanco en un espectro 

fotómetro Car! Zcizz M4QJ1[ -15261-PMQII 46250 . 

El contenido de clorofila ele la susp;;nsión original se obtiene apli 

cando la fórmula : 

Clorofila total 6. 45 ( A66S ) + 17. 72 ( A649 ) . 

Determinación ele la Actividad de ATPasa dep2ndiente de Mg+-1- en cloroplastos. 

La sus¡)2nsión cl3 cloroplastos aislados con el método anterior y 

conservados a -20 ºC se descongelan en baño a 25 ºC . 

Para la evaluación de la actividad de ATPasa clqx:ndiente de Mg+-1-

se rcqui rió ele un paso de activación previo ~1ue .:onsistió en adicionar a 

la sus¡:x::nsión de cloroplastos conteniendo O. 2 mg de clorofila ¡:or ml Ditio 

eritritol 5-10 mM , Fcnazina Metasulfato O. 05 mM , Tricine-NaOH 50 mM 

pH 8. O y 1VigC12 en un volumen final ele 1 ml. 
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La mezcla de reacción fué iluminada durante 5 minutos con un bnz 

ele luz saturante proporcionado ¡ur una lámpara de proyector ele 250 watts , 

colocada a una distancia de 30 cm. El haz luminoso se hace ~usar a través de 

una solución de CuSO 4 13 ( lente ele Izawa ) con el objeto de conccntr:i r el 

haz luminoso y. eliminar Jos efectos calóricos ele la luz . P;:ira la determina 

ción de la actividad de ATPasa-Mg* se tomaron alicuows de l rnl ele c1oro 

plastos activados y se transfirieron a tuoos conteniendo Ja siguiente mezcla de 

incubación en un volumen final de 2 . .S ml : 5 rnM Tl"i-ATP pH S. O , 5 rnM 

MgC12 , 5 mM de Fosfoenolpiruvato , 5 pg Piruvato Kinasa , NH4Cl O. 7-! m:vl, 

50 mM Tricine-NaOH pH S. O . La concentrnci6n final de clorofila en la 

mezcla fué de SO J-1g ¡:or ml. La incubación se realizó p.Jr 10 minutos a 

35 ºC t 2 ºC en un baño con agitación ( American Optical modelo 496010 ) 

al cabo de los cuales la reacción se dctuvó ¡ur la adición Je TCA a la conccn 

trnción final de 3 % . 

La actividad de ATPasa -M¡,ll+ fué medida estimando calorimétrica 

mente el fosfato inorgánico lil:>2rndo del ATP ¡x:ir el mérodo de Summer j.13. (-12). 
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Determinación. Colorimétrica del Fosfato Inorgánico . 

La suspensión de incubación precipitada con TCA se centrifugó 10 

minutos a 2000 rpm en una centrífuga clínica . El contenido ele fosfato inor 

gánico ·se midió en alícuotas de 2 ml de sobrenadante aforados a 2. 6 ml 

con agua bidestilada a los que se les adicionaron sucesivamente O. 5 ml de 

H
2
so4 7. 5 N , O. 5 ml de Molibdato de Amonio 6. 6 3 , O. 4 ml ele Sulfato 

ferroso al 10 % en H2so4 O. 15 M después de 10 minutos se leyó la absorban_ 

cia de cada muestra contra un banco de reactivos en un colorímetro Klctt

Summerson con filtro 66 ( rojo ) . La evaluación del contenido de fosfato 

inorgánico se hizo contra una curva ele calibración ele una sus p2nsión de 

K '.-lzl'04 a concentraciones en el rnngo de O. 25 a l. O ¡1111ola ele fosfato pJr ml. 

. \ 
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Medida de la Vel.ocid.ad del Transporte de Electrones en Cloroplastos 

La _velocidad del transporte de electrones en cloroplastos se deter _ 

minó midiendo el desprendimiento de oxígeno de la fotólisis del agua con un 

electrodo de oxígeno tipo Clark que tiene las ventajas con res¡:Bcto nl método 

manométrico , de su mayor sensibilidad , ele permitir obtener velocidades 

iniciales y de obviar la interferencia de otros gases que simultaneámente pu_ 

dieran desprenderse ó absorberse . 

La medida de la concentración de oxígeno de una solución mediante 

el electrodo de oxígeno se basa en los métodos analíticos de polarografía . 

Esta técnica consiste en aplicar un potencial adecuado a un rnicroelectrodo su 

mergido en una solución ele un elemento electroreducible , como el oxígeno , 

y medir la corriente que se origina como consecuencia de su reducción en el 

electrodo . Para un potencial elegido , la intensidad de la corriente es función 

directa de la concentración del elemento . En el caso del oxígeno , la corrien 

te generada es proporcional a la concentración de oxigeno disuelto en la solu 

ci6n cuando el voltaje es de O. 5 a O. 8 V . 

El electrodo de ti¡x> Clark co!'lsiste en un cátodo de platino y un 

ánodo. de Ag-AgCl , inmersos en una solución saturada de Cloruro de Potasio 

y separados de la solución problema ¡xir una membrana de teflón permeable 

al oxígeno . 
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Prescindiendo de los estados redox intermedios , las reacciones 

que tienen lugar en los electrodos son las siguientes 

En el án.odo 

En el cátodo 

4' Ag 

02 + 4H++ 4e-

4 Ag+ + 4 e 

La regulación de la temperatura en la cámara de reacción se con 

sigue haciendo pasar agua r:or una camisa que la rodea ; evitándose así osci 

lacioncs de la temperatura que llevarían consigo cambios en la solubilidad del 

oxígeno y en consecuencia altera rían las me elidas . 

Mediante una barra magnética se consigue agitar el contenido de la 

cámara de reacción ; permitiendo de esta manera que el electrodo refleje la 

concentración real ele oxígeno disuelto ; al evitar concentraciones locales de 

este elemento . 

La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 3 ml : 20 mM 

Tricine-NaOH pH 8. O , sacarosa 100 mM , KCl 50 mi\1 , MgC12 S mM , 

albumina libre de lípidos O. 1 3 , O. 05 mM PMS y 20 }1g Chl/rnl . Para cali 

brar se emplearon 5 y 10 J-11 de Fe ( CN
6 

) O. 05 M en lugar de PMS . 

La velocidad de consumo ó producción de oxígeno se determinó 

comparando con la deflección de la pluma ocasionada después ele adicionar una 

cantidad conocida de Pe ( CN6)2 • 
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Fotofos forilación 

La Fotofosforilación fué determinada de la tasa de consumo de H+ 

de acuerdo con la reacción : 

Mg-ADP-i. + -2 
Pi + 

donde n= O. 96 a pH 8. O en presencia de Mg +2 Los cambios de pH 

inducidos lXlr luz fueron detectados con la combinación ele un electrodo ele pH 

y un registrador . El trazo fué calibrado en equivalentes ele 1/ titulando la 

muestra con O. 001 N HCl La iluminación actínica ( 560 nm fué 

a¡:ortada por una lámpara de 250 watts proporcionada por un proyector al 

pasarla ¡xir una solución 1% Cuso4 como filtro ele luz infraroja . Las rcaccio _ 

nes se llevaron a cabo en un volumen de 3 ml , a temperatura ambiente 

La mezcla ele reacción contenía en un volumen final de 3 ml : 

KCL 100 mM , MgCI
2 

5 mM , 20-30 ¡1g Chl / ml , ADP 1 mM , KH2PO 
4 

3 mM y PMS 30 fM llevándose a cabo a pH 8. O 

Para medir la captación de protones inducida ¡xir luz , la mezcla 

de reacción consistió ele 100 mM sacarosa , 2 mM MgC12 , 25 mM NaCl , 

O. 25 mM Tricine-NaOH pH 8. O y 48 f'¡r; Chl / ml llevándose a cabo a 

pH 6. O. 
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Aislámiento y Purificación .del fá.ctor CF
1 

de' Cloroplastos 

El aislamiento qel factor de acoplamiento CF 
1 

de cloroplastos 

se llevó a cabo· por dos métodos diferentes : 

A) Extracción con Baja Fuerza 16nica' en presencia de EDTA ( 14 ). 

B) Extracción ¡xir Cloroformo en presencia de Oitioeritritol ( 13 ) . 

Habiéndose obtenido mejor rendimiento y actividad específica emple 

ando este último método . 

A ) Extracción del CF 1 con Baja Fuerza lónica en presencia de EDTA 

Aproximadamente 1 Kg de hojas de espinaca se ho1twgenizaron en 

licuadora en medio aislamiento consistente en : O. 4 M de sorbitol , O. 02 M 

de Tricine-NaOH qJ!-1 S. O y 10 mM NaCl obtenienclose doroplastos siguiendo 

el método descrito Jnteriormente . El precipitado de doroplastos se lavó 3 

veces con NaCl 10 mM . Posteriormente se resus¡xmdió en agua a una ;:oncen 

tración de clorofila de O. 1 mg/ml ( 4 ó más litros ) y se le agregó EDTA 

a la concentración final ele O. 75 mM . Se agitó durante 10 minutos a tempera 

tura ambiente y se .1iíadió a la suspensión LJEAE- Celulosa previamente 

equilibrada en una relación de l ml de resina hidratada ¡;Dr cada 3 mg de ..:lo 

rofila y la mezcla se agitó durante 20 minutos . Posteriormente se filtró a . 

través ele un embudo Buc\mer de filtro poroso 40-60 C con el objeto de remover 
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la mezcla de re acción y eliminar los cloroplastos . La resina se lavó en 

el embudo haciendo pasar varias veces volumenes _de 200 mi de 50 nu\1 

Tris -HCl pH 7, 8 , 1 mM ATP y 2 mM EDTA y se montó en la columna de 

10 x 25 cm . E.l CF 1 fué eluído con 1 ml. por mg de clorofila clel mismo 

amortiguador conteniendo además O. 4 M NaCl ( Ver patrón ele clución en la 

Fig. 13 ) . Las fracciones conteniendo proteína fueron precipitadas con 

( NH4 )2so4 a 50 % de saturación , en presencia de 2 mM EDTA , 2 mM 

ATP y 20 mM, Tricine-NaOI-1 pi-! 8. O , almacenándose así a 4 ºC . 

Activación de la DEAE-Celulosa : Se ec¡uili.bró con O. 5 N ele NaOH , se lavó 

con agua hasta la neutralidad del lavaclo , se e:¡uilibró con O. 5 N 1-lCl y se 

lavó con agua hasta la neutralidad del lavado . Finalmente se equilibró con 

50 mM ele Tris-I-!Cl pH 7. 8 y 1 mM ATP 

La Fig. 8 ilustra el esquema ele purificación antes mencionado . 

B ) Extracción del CF 
1 

pn· el método del Cloroformo . ( Fig. 9 ). 

Se ¡nrtió ele cloroplastos aislados ¡nr el método Jescrito anterior 

mente a ¡nrtir ele 1 Kg de hojas ele espinaca . Los cloroplastos se hincharon 

en 10 mM de NaCl y 2 rnM Tricine -NROH pH 8. O durante 20 minutos en 

hielo . La suspensión ele cloroplastos se centrifugó a 10000 g por 10 minutos , 

resuspendiéndose a 2.5-3 mg Chl/ ml en 0.25 M sacarosa, 10 mM Tris-S04 

pH 7. 6 , 1 mM EDTA , 2 m;v¡ ATP y 5 mM DTE a la tcm]_)3ratura ambiente. 

A esta suspensión ele cloroplastos se le agregó medio volumen de cloroformo 
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agitfü1dose energkamente en agitador· V~rt~~-dllr¡rit~ 15 s~undos . La ernul 
,', ~ -'.... ·. ~,::_,,<~' .. 

sión obtenida se separó pjr céritrlflÍg~tt~l1 a 3oó.'.~'.;i;Gk,'5_::1~inÚtos 
r~ratura ambiente . -_ :<\ ~i:X·' ·-_- ''.('é7~;Ft'.{}'~~·.····· 

Se. re111oviÓ l:r~ªPa :~uik1'.i¿; acu~sa, , la cual contiene el CF 1 , 

a tem 

y 
,, '- ·-·- . , 

se t2 Ooo gd~;ante 30 minutos a temperatura ambiente . Obte 

niéndose -as/-Jd>sóbrenadante amarillo 1ue contiene la ATPasa latente 

El sobrenadante así obtenido , fué concentrado a un pc::¡ueño volu 

men ( 3-5 ml ) por ultrafiltración con un filtro Amicon PM 30 . La pro 

teína fué precipitada con (NH4 )2so4 a SO 3 de saturación en presencia de 

20 mM Tricine-NaOH pH 8. O , 1 mM EDTA y 1 mM ATP nlmacenándose 

a 4 ºC . 

La pureza de las preparaciones se evaluó l"Dr el patrón de bandas 

en una electroforesis en geles ele poliacrilamida con SOS y midiéndose la 

relación de fluorescencia 300/ 350 . 
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1 Kg. de Hojas de espinaca 

Medio de Lavado .10 mM NaCl 

Precipitado de Cloroplastos a 
0.1 mg. Chl / ml en agua 

sobrenaelante 

+ EDTA O. 75 mM 

\ 
Agitar 10 min a temperat1.tra ambiente 

+ DEAE-Celulosa 1 mg de resina/ 3 mg ele Chl. 

Agitar durante 20 min a temp. amb. 

1 Filtrar 

DEAE-Celulosa-CF 1 Mezcla de reacción + 
cloroplastos sin CF 1 

Lavar resina con 
/ 50 rnM Tris-I-!Cl p!-I 7.8 

/ 1 mM ATP, 2 mM EDTA 

DEAE-Cclulosa-CF1 montar en una columna ( 10 x 2.5 cm) 

DEAE-Celulosa 

/
Amortiguador ele elución 50 mM Tris-HCl 
p!-I 7. 8 , 1 mM ATP, 2 mM EDTA, O. 4 M NaCl. 

CF 
Precipitar coi\ ( NI-14)2 S04 al 50 %. 

20 m:\1 Tricinc-NaOI-1 pl-1 8. O , 
1 m'.\1 EDTA y 1 mM ATP almace 
nánelose a 4 ºC 

Pig. 8 Extracción de CF1 con Baja Fuerza IÓnica en presencia 
ele EDTA . 



Cloroplastos ( 1 Kg. d.c Hojas de Espinaca ) 
r . 

Se mantuvieron 20 min en 10 mM NaCl y 2 mM 
Tricine-NaOH pH 8. O en hielo 

10 000 g x 10 min 
. í 

Cloroplastos a la concentración 
2. 5-3 mgChl/ml en O. 25 M de 
sacarosa, 10 mM Tris-Süi. pll7. 6 
1 nu'A EDTA, 2 mM ATP, .) mM 
DTE a tem¡X!ratura ambiente . 

sobrenadan te 

+ 1/2 volumen de Gtoroformo 

Fase Clorofórmica 

Agitar enérgicamente 15 seg 

1000 g x 5 min 

Fase Acuosa 
CF 1 

12 000 g x 30 min a 
tcm¡:>3ratura ambiente 

Sobrcnadante amarillo 
CF1 

precipitado 

Concentrar CF1 ( 3- 5 ml) 
Ultrafiltración Amicon PM 30 

CF 1 precipitar con ( N!-I4)2Sü4 al 50 3 , 
20 mM Tricine - Na OH pl-1 8. O , 1 mM EDTA, 
y 1 rnM ATP almacenándose a 4 ºC . 

Fig. 9 . Extracción de CF 
1 

por el método del cloroformo . 
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Electroforesis en Gel de Poliacrilamida 

Electroforesis en gel de poliacrilamida en placa según el méto _ 

do de Laemmli (44 ) se llevó a cabo en un aparato vertical a una caneen 

tración de 10 3 de acrilamida y O. 26 3 de bisacrilamida en presencia ele 

0.1 % de SOS 

Las muestras· de 'proteína se resus¡xmdieron en una solución con 

teniendo 0.13 sbs;'.26' ¡;~ T'ris-HCl pH 7. 8 1 0.1 3 ~- mercaptoetanol, 

10 % sacarosa y O. 002 3 Azul de 13romofenol. La electroforesis se llevó a 

cabo durante 5 horas a 40 mA . 

Después de la electroforesis , los geles fueron tciíidos en Azul ele 

Coomasie R O. 5 3 en 7 3 ele <ÍCido acético y 30 3 de metanol y destciíidos 

en una solución al 7 3 de ácido acético y 30 3 ele metanol . 

Relación de Fluorescencia 300/ 350 nm 

Dado que la ATPasa de cloro plasta no contiene residuos de trip _ 

tofana , la fluorescencia clel CF 1 se eleva debido a residuos ele tiros in a a 

302 nm c:;n contraste con proteínas que contienen triptofano cuyo pico ele 

emisión es a 350 nm . La intensidad del radio de fluorescencia 300 y 3.50 

nm se correlaciona con la pureza de las prc¡nraciuncs ele CF 1 

Muestras de 25 pl se diluyen en 1 ml de 20 mM Tris -SO 4 pH 7. 1 

y se transfie:rcn a una celda del fluorómetro . Las intensidades de fluores 
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cencia relativa a 300 y 350 mrí sé midieron a tem¡~rat:ura ambiente en 

un espectrofluorometro á1úca Farrand. Mark I usando 280 nm de luz de 

excitación ( 12 } 

Existen dos 1UétodO,s de. activación de la ATPasa soluble 

l. - Activación ):or p.::ípsiná 

2. - Activación ib/~~lq~ : 
,-,'",··,.,---,:-:. 

At)élrti~ de\ma alícuota de CF
1 

almacenado a 4ºC en Sulfato 

de Ai11onio al s03f~~11t~nie!ido. aproximadamente 700 pg de proteína se 

centrifugó a 14, oo{) rpm durante 15 minutos y el precipitado blanco se re 

suspendió en un volumen mínimo de 10 rnM de Tricine-NaOH pH 8. O y 

1 mM EDTA. 

En un volumen final de O. 3 ml , conteniendo 50 mM Tricine-NaOH 

pH 8. O , 30 mM ATP , 5 mM DTE se agregó la enzima a una concentra 

ción de proteína de 1500 pg / rnl . La mezcla se sumergió en un baño de 

agua a 62°C durante 2 minutos e inmediatamente se transfirió a un baño 

La actividad de ATPasa soluble puede ser medida en presencia 

de iones Ca -l+ -l+ ó Mg según las condiciones del medio 
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Actividad de ATPasa de¡xmdiente de Mg-:1+ 

La actividad' de la enzima fué determinada midiendo el cambio 
- <:<r:\.)~, . ·,. ~--:<.<. 

de absorbancia a 34Q ,,np1 déLNADH en función del tiempo a temp2ratura 

ambiente , en preserida de un sistema regenerador de ATP y ~ltas con 

centraciones de Bicartoúato de Sodio . 

Se tomaron alícuotas de la enzima activada conteniendo 5 pg de 

CFi y se adicionaron a las celdas del esf)3ctrofotornetro :i_ue contenían en 

un volumen final de 1 ml: 35 fg NADI-1, 5 rnM PEP , 5 j-lg l'iruvato Kinasa, 

20 ¡1g Deshidrogenasa Láctica , 3 mM ATP pH 8. O, 2 rnM MgC12, 40 mM 

Tris-HCl pH 8. O y 60 mM ele Bicarbonato de Sodio { 45 ) . Las reacciones 

que se llevan a cato se esc¡uemati;1.,an ele la manera siguiente : 

ATl'asa 
ATP P¡ + AOP 

1 

+ Fosfoenol 
Piruvato Piruvato 
Kinasa 

ATP + Piruvato 

absorbancia NADH 

~J 
Oeshidrogcnasa 

a 34011111 Láctica 

NAD~-
Lactato 

La proteína fué estimada de acuerdo a Lowry y col. ( 46 ) 
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Actividad de ATPasa de¡xmdiente de Ca++ 

La actividad de la enzima se determinó ríiidieÍ1do la cantidad de 

fosfato inorgánico liberado ¡X>r Ja hidrófüis enzimática de ATP . 

Se tomaron alícÚotas de la enzima activada conteniendo 5 }1g de . 
CF1 y se ,adicionaron a tutos conteniendo la mezcla de incubación si 

guicnte : 5 mM ATP , 5 mM CaC12 , 50 mM Tricine-NaOII pH S. O .:'n 

un volumen final de 1 ml . La mezcla se incubó 10 minutos a 35ºC -t 2ºC , 

al termino del cual la reaccióil se detuvo :vlicionando TCA a una conc.c,ntra 

cióri final de 5 % Se centrifugó la sus pensión 1 O minutos a ~000 rpm 

en una centrífuga clínica y se tomaron O. S ml del sobrenaclante para Ja 

estimación del fosfato inorgánico liberado . 
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Prepnación de cloroplastos sin CF 
1 

Cloroplastos aislados según el método anteriormente descrito 

se resus¡xmdieron en un ¡X!queño volumen con 10 mM NaCl , se deter _ 

minó la concentración de clorofila y se ajustó a l. 5 mg/ml añadiendo 

NaCl 10 mM . La suspensión se diluyó a O. l mg/ml de clorofila con 

O. 75 mM EDTA pH 8. O y 5 mM Tricine - NaOH pH 8. O , incubándose 

a 4 ºC durante 20 minutos. Al termino de los cuales se agregó 4 a 5 

volumenes del mismo medio y se centrifugó a 45, 000 g durante 20 minu 

tos. El precipitado obtenido ::¡ue contiene los cloroplastos sin CF 1 se 

resuspendió en un pequeño volumen de NaCl 10 mM . 
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Cálculos realizados en la Fig. 19 y Tabla VI. 

Los trazos potenciom~tricos de la fig. 18 se convirtieron 

en equivalentes de protones por una curva de titulación con HCl y 

se trataron matemáticamente con una doble exponencial , expresada 

en la siguiente ecuación : 

+ 

donde ( 6_ r-l )t=co equivale a la cantidad de protnnes captados por el 

cloroplasto en el equilibrio ; ( D. H + )t equivale a la cantidad de 

protones retenida por los cloroplastos al tiempo t durante la fase oscu 

ra de la liberación de protDnes 

k2 representan la cantidad de protDnes translocados por dos reaccio 

nes sucesivas en el tiempo y sus respectivas constantes de velocidad de 

primer orden ( 7 3 ) . 

J 

.1 



RESULTADOS 
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RESULTADOS 

En expzrime11tos previos realizados en cloroplastos ( 2 ) , mi 

tocondrias y particulás submitocondriales ( 36 ) se ha observado :¡ue 

al establecer la fuerza protomotriz generada pJr el trans¡XJrte ele electro_ 

nes existe en el sistema fosforilante la liberación concomitante ó concerta 

da de nucleóticlos y la movilización de la proteína inhibidora ele un sitio 

inhibitorio a otro sitio no inhibitorio , ¡X!rmitiendo :¡ue la actividad catalíti 

ca se manifieste . 

La demostración directa de la movilización del inhibidor no se ha 

logrado aún y en este trabajo realizado en cloroplastos se ha tratado de 

conocer más a fondo este importante mecanismo de regulación utilizando 

a la octilguaniclina como un inhibidor modelo ya que el cloroplasto , al 

presentar el sistema fosforilante hacia la fase acuosa , evita los fenómenos 

de pzrmeabilidad , resultando así un excelente sistema para estudiar la 

regulación ejercida en el sistema fosforilante por la proteína inhibidora . 

En la primera parte ele este trabajo se utilizó la medida de la 

actividad de la ATPasa dependiente ele Mg* inducida por luz en cloroplas 

tos enteros tipo 11 , como monitor de la movilización del inhibidor . 

La actividad de ATPasa dependiente de Mg-1+ en cloroplastos tie 

ne ciertos requerimientos ilustrados en la Tabla 111 para obtener las condi 

ciones óptimas de determinación de la actividad . Se hizo necesario emplear 

un sistema regenerador de .ATP que mantiene el sustrato a concentraciones 
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óptimas a lo largo cle- fa determinación y ~vita -la <'!--cumulaCióíl- de-AbP que 

es un inhibidor co111petitivod~ la enzima (49 j . La acti.vidad en estas 

condiciones es de 'ss. 9).irn~les Pi/hr ¡ m~ ~~\~{, baja· de una manera 

importante si la determinación se realiza en ausencia de un sistema rege _ 

nerador de ATP . La actividad es dependiente del funcionamiento de la 

cadena de transporte de electrones , de ahí que sea necesario la adición 

de un aceptor de electrones artifü.!ial como PMS para observar la activi 

dad acoplada ( 50 ) . 

El requerimiento estricto del óxido reductor DTE en la determi 

nación de la ATPasa obs¡¡:rvado en la Tabla Jll , p::>ne de manifiesto la 

posible función de gru¡:os sulfhidrilos en el proceso catalítico ( 11 ) 

Además datos re¡:ortados en la literatura ( 2, 11 ) indican que el 

DTE activa la ATPasa sin remover al inhibidor , ya que después de lavar 

el DTE la actividad de ATPasa regresa a su estado latente . De lo cual 

se ha sugerido que el DTE modifica la interacción del inhibidor con 

la CF1 ( 1 ) . 

La actividad de ATPasa ajosada a la membrana es dependiente de 

Mg-H ( 20 ) y la enzima solubilizada dependiente de Ca++ por lo que un 

buen criterio de integridad estructural es la medida de la A TPasa dependien 
-;+ • 

te de Ca . La Tabla lll muestra que en nuestra preparación. la actividad 

detectada de ATPasa-Ca -1+ de cloroplastos es tnstante roja lo que indica 

que la prepn-ación tiene poca ATPasa soluble . Por otro lado y confirman 

do la observación anterior , la inhibición p::>r DCCD csp:c:cífica para la en 

1 

1 . 
_! 
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TA B LA L l 1 

.. .. • • . . -1+ 
Caracterización de la. ATPasa dependiente de Mg , activada ¡x>r 

luz en cloroplastos de Spinácea ~eracea_l.,. 

Condiciones Actividad de ATPasa 
umoles Pi/ hr / mg de Chl. 

Completa 55. 9 

-PMS O. 48 

-DTE O. 03 

-Sistema Regenerador de ATP 30. 67 
( PEP + P. K. ) 

+ DCCD 18. 84 

+ CaC12 2. 25 

Completa + NH4Cl O. 7 4 mM 86~ O 

Alícuotas de cloroplastos conteniendo O. 2 mg de clorofila fueron previa 
mente activadas durante 5 minutos p::ir luz ( pro¡:orcionada 
¡x>r un proyector con lámpara de 250 watts ) en un volumen final de 
1 ml en el siguiente medio ele activación : Tricine-NaOH 50 mM pH 8. O, 
MgCl2 5 mM , PMS O. 05 mM y DTE 10 1rn\il . Al final del p2riodo de 
incubación se agregó 1. 5 ml de mezcla de reacción de ATPasa -Mg * · · ·' 
:¡ue contenía ATP 5 mM , MgC12 5 mM , PEP 5 mM , 5 pg/ml de piru_ 
vato kinasa y Nl-!4Cl O. 74 mM incubándose durante 10 minutos a 35 'C . 

. .. 
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zima particulada se observa en las preparaciones de cloroplastos utiliza 

das en el presente trabajo . 

La Fig. 10 ilustra el efecto de diferentes concentraciones de 

octilguanidina en la actividad de ATPasa depzndiente de Mg* en cloroplastos 

enteros , observándose :¡ue la capacidad inhibidora del compuesto es 

mayor en la enzima activada p::>r luz , mostrando una mayor sensibilidad 

que la re¡Prtada en partículas submitocondriales de corazón de res , en 

las que a concentraciones de 700 J1M se obtuvo un 80 Yo de inhibición ( 3 

misma que se obtiene con concentraciones de 60 J1M sobre la A TPasa de 

cloroplastos . En ambas preparaciones , cloroplastos y mitocondrias de 

corazón existe una fracción de ATPasa insensible a la octilguanidina . En 

el sistema de cloroplasto existe una actividad basal observada en la oscuri 

dad ::iue también muestra cierta sensibilidad , aproximadamente 20 % , a 

bajas concentraciones de octilguanidina , que no se incrementa a mayores 

concentraciones del compuesto . 

Dado :.¡ue la actividad de ATPasa es estrictamente depzndiente 

del acoplamiento del transporte de electrones , el efecto inhibidor 

observado p::>dría deberse a un efecto primario sobre la, cadena , que 

afectara indirectamente la actividad de A TPasa del cloroplasto . La Tabla 

IV muestra :¡ue la octilguanidina aún a concentraciones cercanas a 

1 mM no inhibe el transporte de electrones basal , indicándonos su es¡~ 

cificidad como inhibidor del sistema fosforilante . 

Es imp)rtante hacer notar :iue la actividad de ATPasa inducida 
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Fig. ID Efecto de diferentes concentraciones de Octilguanidina sobre la 
actividad Kll.)asa -Mg+I- basal ( mantenida en la oscuridad \ e 

inducida p::ir luz . Cloroplastos equivalentes a O. 2 mg de clorofila acti
vados por luz ó mantenidos en la oscuridad en un volumen final de 1 ml 
en el ¡nedio de activación ( Ver Tabla l[) durante 5 min , se les agregó 
l. 5 mi ele la mezcla ele reacción ele ATPasa-Mg* y se incubaron con 
las cantidades indicadas de Octilguanidina durante 10 rnin a 3.SºC . 
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TABLA l V 

Efecto de la Octilguanidi~a en el fransp:>rte de electrones 
de . clorciplnstos de Spinacea 9leracea L. 

Octilguanidina )1M J-1 e:i. e / hr / mg Chl. 

o 347.69 

120 325.90 

200 325.90 

333 412. 80 

666 412. 80 

999 347. 69 

El transp:>rte de electrones se midió di rectamente en una sus pensión 
de cloroplastos a través del consumo de oxigeno usando PMS 50 uM 
como aceptar de electrones . Los cloroplastos conteniendo 20 pg / ml de 
clorofila se iluminaron en presencia de octilguanidina a las concentracio 
nes indicadas en un medio conteniendo : Tricinc-NaOH 20 mM pH 8. O , -
sacarosa 100 mM , KCl SO mM , MgC12 5 mM , PMS 50 yM y albú 
mina desgrasada O. 1 3 . -
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¡::or la luz es el resu.ltadó de· d()s procesos .· sucesivos ~uperpU(!StOS a) 

el proceso de activaCió~ , :¡ue probablsi1nente imfJlica la 11-íóvilfaación de 

la proteína i~Jübidoi·á de su s'itit) inhibitorio con la consecu~nl:e ~JXlrición 
de la actividad y b) la . catálisis propiamente dicha . Por lo :¡ue se 

diseñaron experimentos· que trataran de dilucidar en cual de amb-.Js pro_ 

ceso~ actuaba la ocÚlguanidina , yá :¡ue los experimentos de la Fig. 10 

y el ilustrado en la Fig; 11 mostraron una mayor y más rápida inhibición 

en la enzima activada r:cir la luz :¡ue en la actividad observada en la 

oscuridad 

La Fig. 11 muestra :¡ue el efecto inhibitorio del compuesto es 

máximo a 2 min de preincubación , en el que se observa el máximo de 

activación ¡::or luz y que la inhibición no aumenta a mayor tiempo de expJ 

sición del inhibidor en la preincubación . Lo cual indicaría :¡ue el efecto 

del inhibidor se debía a una interferencia en el proceso ele activación ¡::or 

luz , el cual como ya se Jia descrito , p:irece implicar el desplazamiento 

de la proteína inhibiclora de su sitio inhibitorio ( 2, 3 ) en un proceso 

clepencliente de energía 

Tomando en cuenta :¡ue en trabajos anteriores se había sugeri 

do que la activación p::n· DTE se debía al desplazamiento de la proteína 

inhibidora , se diseiiaron los exp2rimcmtos ilustrados en la Fig. 12 y 13 

en los que se ensayó el efecto de la octilguanidina sobre la actividad ele 

A TPasa en la presencia y ausencia de DTE en la luz y oscuridad . 

Los elatos presentados en la Fig. 12 ilustran el hecho ele que en 

la estimulación de la actividad de ATPasa inducida ror luz es necesaria la 
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Alícuotas de cloro¡)lastos conteniendo O. 2 mg/ rnl ele clorofila acti 
vados p:¡r la luz ó mantenidos en la oscuridad en los tiemp:>s in -
dicados , se transfirieron a la mezcla ele reacción de ATPasa-Mg+r 
y se incubaron con y sin Octilguaniclina 60 ~M durante 10 min a 
35 ºC . 
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presencia de DTE para que esta se lleve a cabo ya que en ausencia de 

DTE los niveles de actividad de ATPasa son similares a la actividad 

basal ( ATPasa mantenida en la oscuridad )', en la misma figura se pae 

de observar ~¡ue la octilguanidina tiene un efecto inhibidor mas pronuncia 

do sobre la ATPasa inducida por luz y en presencia de DTE . Lo cual 

p:idría indicar :¡ue se re:¡uiere ele la movilización del inhibidor inducido 

por luz y DTE para :¡ue el efecto ele la octilguanidina se manifieste . 

Es decir que se requiere de una enzima previamente activada ¡xira que 

la octilguanidina inhiba . En la Fig. 13 se estudió el efecto del DTE en 

la actividad basal con los cloroplastos mantenidos en la oscuridad . A 

pesar de que la actividad es baja y no existen grandes diferencias en 

presencia de DTE , la poca actividad existente es sensible al efecto inhi 

biclor de la octilguanidina sugiriendo que se requiere una enzima activa 

¡xira observar el efecto Ambas figuras 12 y 13 ) ¡xirecen indicar 

que el efecto de la octilguanidina es preferentemente sobre la actividad , 

basal o inducida por la luz y DTE . Sin embargo quedaba por aclarar si la 

octilguanidina también inhibía ó modificaba el proceso de activación . 

Siguiendo esta línea de pensamiento se diseñaron experimentos 

¡xira SCJ.A1 rar el proceso de activación de la enzima ele la actividad de 

esta y así ¡:ocler puntualizar el efecto producido por la octilguanidina . En 

el experimento ilustrado en la Fig. 14 se redujo al mínimo el tiempo de 

activación : ( 30 seg ) y se emple:-iron distintas concentraciones de 
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octilguanidina ; _tanto durante el proceso de activación como durante la 

medida d~ la actIVictad ; observándose que existe el mismo grado de 

inhibición producido p:>r la octilguanidina a las diferentes concentraciones 

ensayadas si la enzima estuvo expuesta al inhibidor sólo durante la medida 

de la actividad como en la enzima expuesta al inhibidor en las dos fases 

la J~ activación y la de actividad . Esto nos permite concluir que la 

octilguaniclina es un inhibidor específico de la actividad de ATPasa de¡b:~i 

diente de Mg+t- y que no parece ejercer ningun efecto en el proceso de 

activación inducido p:>r la luz y DTE . 

En un experimento semejante ilustrado en la Tabla lil se observa 

que 1.a inhibición de la octilguanidina sobre la actividad de ATPasa es sola 

mente debida a su acción en la actividad de ésta y no sobre el proceso de 

activación , ya que el p:>r ciento de inhibición observado es igual al que· 

se presenta cuando la octilguanidina sólo está durante el per{odo de incuba 

ción de la enzima activada . 

En el experimento 1 de la Tabla V muestra que la adición de la 

octilguanidina en el periodo de preincubación ó activación de la enzima , no , 

incrementa el p:irciento de inhibición 88 % ) obtenido cuando sólo se 

exp:>ne la enzima al inhibidor durante la medida de la actividad . Determinán 

dose también , como muestra el experimento 2 de la misma Tabla :iue 

el p:>rciento de inhibición observado sólo depende de la concentración final 

de la octilguanidina durante el período de incubación de la ATPasa . 

Habiéndose establecido :iue la acción inhibidora de la octilguanidina 

se ejerce sobre el sistema fosforilante medido como actividad de ATPasa se 

procedió a medir la reacción de síntesis ele ATP . Como se muestra en 
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14 . Efecto de.r-i!a Octilguaniclina sobre la activación y actividad de 
ATPasa-Mg en cloroplastos . Alícuotas de cloroplastos contenten 
do O. 2 mg/ ml ele clorofila fueron activadas con luz saturantc du 
rante 30 seg con y sin octilguanic\ina a las concentraciones indica 
das . Posteriormente se incubaron con las cantidades inclicndns de -
octilguaniclina durante 10 min a 35 ºC . 
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TABLA V 

Acción Inhibitoria de la Octilguanidina sobre la Actividad de 
ATPasa -Mg+t de· cloroplasto 

Preincubación con Incubación con 3 Actividad 
Octilguanidina Octilguanidina ATPasa 

Control 100 

Exp. 1 60 J1M 60 J1M 11. 3 

60 pM 12.5 

Exp. 2 60 ¡•M 24 pM 53. 08 

30 (1M 53.3 

Alícuotas de cloroplastos conteniendo O. 2 rng/ ml de clorofila se 
activaron en la ausencia y en presencia de octilguanidina 60 pM duran_ 
te 5 min ¡X>r luz . Al final del ¡">8ríodo de activación se agregó l. 5 ml 
de mezcla de reacción de A TPasa -Mg+r que contenía ATP S mM 
pH 8. O , MgCl2 5 mM , PEP 5 mM , 5 pg de piruvato kinasa , NH 4Cl 
O. 7 4 mM y octilguanidina 60 J1M donde se indica , incubándCEe 1 O min 
a 35 ºC . 
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la Fig; 15 al com~rar la senf?ibilidad a la octilguanidina de la reacción 

de A TI? sirit):!tasa y de .. la reacción de ATPasa se encontró una sensi 

bilidad mucho m~yor a la octilguanidina de .la reacción ATPasa . Por 

ejemplo , 30 fM de octilguanidina producen un 60J1o de inhibición de la 

actividad ATPasa , mientras a esa misma concentración unicamente se in 

hibe en un 20 3 la actividad de ATP sintetasa . Esta misma diferente 

sensibilidad de la ATPasa y de la sintetasa se observó con el inhibidor 

natural en partículas submitocondriales de corazón de res en las que éste 

sólo inhibe la primera fase de la síntesis de ATP pero inhibe en mucho 

mayor proporción a la ATPasa ( 51 ) . 

Este hecho aunádo a otras observaciones pJdria indicar que exis 

ten sitios diferentes ¡nra la síntesis y la hidrólisis del ATP susceptibles 

de ser estudiados separadamente en presencia de octilguanidina . Sin 

emlnrgo , a concentraciones elevadas ele octilguanidina la sintetasa es más 

sensible a la inhibición p::ir octilguanidina que la ATPasa ya que a caneen 

traciones de 160 J1M la sintetasa alcanza el 100 3 de inhibición , mientras 

que en la ATPasa no se observa más que el 70 fo de inhibición . 

Para caracterizar el tipo de inhibición producida por la octilguanidi 

na sobre la actividad de ATPasa en cloroplastos íntegros , se procedió a 

determinar los ¡nn1mctros cinéticos . En la Fig. 16 se ilustra la actividad 

de ATPasa medida a diferentes concentraciones de ATP en presencia y 

ausencia ele octilguanidina 15 f1M . Los datos obtenidos , graficaclos en una 

curva de Lineawcaver-Burk indican que la octilgunnidina actúa como un 
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inhibidor no competitivo de 1a hidrólisis del ATP , modificando solamente 

la velocidad máxima , sin alterar el valor de la Km el cual fué de 

l. 25 mM , similar al report.ado ¡x:>r otros autores ( 3 ) . 

Al graficar los datos ( 72 ) como se ilustra en la Fig. 17 , 

se obtuvó el valor de la Ki= 9. 25 fM bastante más lxlja ::¡ue la observada 

en partículas submitocondriales de corazón de res que es de 270 J1M , 

indicando ::¡ue el inhibidor tiene una alt.a afinidad p:Jr la enzima . 

Los datos experimentales obtenidos hasta ahora , indicaban ::¡ue la 

octilguanidina actuaba sobre el complejo ATPasa , e1 cual consta de dos 

segmentos : una parte hidrofilica ó factor de acoplamiento CF¡ , que 

cataliza la síntesis ó hidrólisis de ATP y una parte hidrofóbica o factor 

CF 0 cuya función princifnl es la de permitir el paso de protones a través 

de la membrana . Con el fin de establecer el sitio de acción de la octilguani 

dina en el complejo ATPasa , separarnos funcional y estructuralmente los 

dos segmentos que componen este complejo y estudiamos el efecto sobre 

estos de la octilguanidina . Por lo cual se procedió a estudiar : 

A. - El transporte de H+ en el cloroplasto entero y en 
cloroplastos carentes de CF 1 

B. - La actividad de ATPasa en el complejo CF¡ purificado . 
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Fig. 16 . Efecto de la Octilguanidina en la actividad de ATPasa-Mg-1+ de 
cloroplastos con diferentes· concentraciones de ATP , representa 
ción de Lineawcaver -Burk . Se usaron las mismas condiciones 
experimentales de la Fig. 10 , en presencia de 15 pM de octil 
guanidina ( + ) ó ausencia de octilguanidina ( · ) . 



-0.108 

K¡ ..,. 9.25 

l.... •.. 

~ 
1-
<( 

e 
'o 
'ü 
;§ 
.e e 

0,016 

o.004 

0,016 0.033 

~)fM 

Fig. 17 . Doble reciproca del 3 de inhibición de la acti.vidacl ele ATPasa-Mg* 
vs. concentración del inhibidor elaborada .con los datos ele la 
Fig. 10 . 

·-----.. --------- ---·- --------·· ~-.... .. -- ... , ........... ____ ··- .. ··-~-

0.066 

•••••. J;. 

N;': 
' 
'· 

,• 
:•· 



- 73 

A. - Efecto de la Octilguanidina sobre el transporte de Protones ó 
Factor CF0 . 

El experimento ilustrado en la Fig. 18 realizado con cloroplas 

tos enteros muestra el efecto de diferentes concentraciones de octilguanidi 

na en la captación de protones inducida ¡xir la luz . Observándose que con 

centraciones bajas de octilguanidina , del orden ele las requeridas para 

inhibir la ATPasa no producen ningún efecto sobre el transporte de 1-1+ y que 

se requiere de· concentraciones altas de octilguanidina para modificar ó 

alterar el trazo característico producido por la bomba de protones . 

__ ) Con el análisis cinético de la liberación de 1-1+ de la Fig. 18 , 

se obtuvieron los valores de las constantes k 1 y k2 correspondientes 

a las constantes de velocidad de liberación de H + de la fase rápida y de 

la fase lenta respectivamente , ilustrados en las figuras 19 y 20 La 

octilguanidina a concentraciones elevadas modifica ambas constantes de 

velocidad probablemente atribuibles a efectos inespccíficos sobre la per _ 

meabiliclad ele los protones . 

La Tabla VI muestra un análisis comparativo del efecto ele 

diferentes concentraciones de octilguanidina sobre la captación de ¡.¡+ , 

actividad ele A TPasa y la fotofosforilación de cloroplastos enteros , obser _ 

vándose q_ue su acción inhibitoria es altamente especifica ¡:ura la ¡xirci6n 

hiclrotnica ó CF 1 , ya que inhibe a la ATPasa de una manera importante 

desde una concentración de 15 J1M de octilguanidina . Por otro lado SO pM 

ele octilguanidina produce muy poco efecto en I a captación y lireración 



~. 

F 
~ 

~ 
i ; 

•. 

j 

l 
. 1 

\ 

- 74 --

TIEMPO 

lo.o 2 f-11Ti0les 
de H+ 

o 

~--__ 50 

~------2-0_0_-'100 

5 seg 

Fig, 18 . Efecto de la Octilguanidina en la Translocación de Protones 
inducida J:XJr la luz . La mezcla de reacción ( 3 ml ) conte 
nía sacarosa O. 1 M , MgC12 2 mM , Tricine-NaOH O. 25 mM 
pH 8. O , PMS 1 O jJM , 20 )1'PI ml de clorofila y las cantida 
des indicadas de Octilguanic1111a . 1 indica el momento ele 
ex¡xmer los cloroplastos a la luz y indica cuando la 
fuente luminosa se apaga . 
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de protones que empieza a mostrar variaciones a concentraciones mayo 

res de 100 pM , lo cual tal vez iínplique efectos inespecífícos ó de otro 

tip:> de la octilguanidina . A altas concentraciones ; si se comparan los 

valores de tl/2 de la salida de protones , . p::idemos observar ::¡ue la 

octilguanidina estiniula la liberación de protones , modificando en mayor 

grado la k1 ó constante de velocidad de la fase rápida y muy ligeramcn 

te la k2 ó constante de velocidad de la fase lenta . Nuevamente la campa 

ración de la altá sensibilidad a la actilguanidina observada en la ATPasa 

contrasta con la resistencia de la fotofosforilación que a rojas concen 

traciones de octilguanidina permite separar ambas reacciones . 

La remoción ele CF 1 ó factor de acoplamiento de la membrana de 

tilacoides resulta en un gran incremento en la permeabilidad de protones 

p::ir lo que el trazo característico asociado con la captación de protones 

desap:irece ( 52, 53 ) . Estudios previos han demostrado que ciertos 

compuestos como el trifenil estaño ( 54 ) ó el DCCD ( 55 ) restablecen la 

captación de protones en cloroplastos a los ::¡ue se les ha eliminado el 

complejo enzirnatico CF 
1 

, bloqueando la salida de protones al interactuar 

con el canal de protones ó CF 0 . Utilizando este ti¡x> de preparación es 

lX>sible estudiar el canal de 1-1+ aislado sin interferencia del efecto sobre 

la A TPasa . En los ex¡x;rimentos de la Fig. 21 , la eliminación de CF 
1 

produce una disminución im¡xirtante en la captación y salida de H+ 

trazo c en comp1raci6n con la observada en cloroplastos íntegros 

trazo a . La adición de DCCD a los cloroplastos sin CF 1 restablece 



TABLA V l 

Efectos Comparativos de Diferentes Concentraciones de Octilguanidina 
en la ATl:'asa , la Fotofosforilación y la Captación de H+ . 

Octilguanidina uM A TPasa Fotofosforilación Captación ~e !-!+ 
)1moles l-1 /mg Chl 

t lf2 
seg )1moles Pi/h/mg }1moles A TP /h/mg 

Chl Chl 

46.25 221 l. 6 5.9 

50 18. 75 152 l. 3 5.9 

100 13.25 73.4 1.1 4.3 

200 30. 6 o. 82 3.6 

300 0.45 2.9 

0.44 0.16 

0.65 0.32 

0.64 0.24 
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Fi.g. 21 . Efecto de diferentes inhibidores en la captación de H+ 
Las condiciones ex¡~rimentales son similares a la Fig. 18. 
a) Cloroplastos íntegros ; b) Cloroplastos carentes de CF 1 en presencia de .SS pM de DCCD; c) Cloroplastos sin CF1 
d) Cloroplastos sin CF 1 con Octilguaniclina 50 JlM ; 
e) Clo:uoplastos sin CF1 con Octilguanidina l.SO µM 
f) Cloroplastos sin CF 1 con Octilguaniclina 300 pM . 
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el trazo original , indicando ::¡ue el inhibidor del flujo de H+ permite la 

acumulación de 1/ y su disi¡:ación al apagar la luz . Sin embargo la 

adición de diferentes concentraciones de octilguanidina no produce el efecto 

del DCCD sino al contrario inhire la captación y modifica la salida pro 

bablemente. debido a una acción detergente inespecifica en la membrana ó 

p:Jr efecto de la octilguanidina en la CF 1 residual de las ¡:nrticulas . 

B. - Efecto de la Octiíguanidina sobre la AT¡;'asa soluble ó CF 1 

Se utilizaron dos métodos para aislar la ATPasa . La Fig. 22 

muestra el ¡ntrón de elución de la CF 1 en la columna de DEAE- Celulosa 

que corresp:Jnde a uno de los métodos empleados . Tambien se obtuvó la 

enzima utilizando el método ele extracción con cloroformo . El grado de pure 

za de ambas preparaciones se determinó en geles de poliacrilamida con SOS , 

como se ilustra en la Fig. 23 en la que se observa aproximachmente un 

80 3 de pureza de acuerdo con la actividad especifica rqXJrtada , además de 

mostrar que contiene las 5 subunidades antes mencionadas . 

A diferencia del factor de acoplamiento mitoconclrial F 
1 

, el 

CF 
1 

de cloroplastos no ¡XJsce actividad de ATPasa a menos que sea 

apropiadamente activada . La cx¡Dsición ele la enzima a la tripsina ( 10 ) , 

calor (17 ) ó altas concentraciones de DTT ( 20 ) inducen la transición 

hacia una ATPasa activa la cual es dcpé!ndiente de calcio . 
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22 . Cromatografía de CF 1 en la columna de DEAE-Celulosa 
La columna se prep1ró corno se describió en ivlaterial y 

i\1étodos 
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Fig. 23 . Patrón electroforético de CF 
1 

en acrilamida con SOS . 
A. - 25 j-lg de F 1 de mitocondrias de corazón de res ; B y 
C , CF 1 extraído con cloroformo 25 }tg y 12. 5 pg respccti _ 
va mente ; D y E , CF 1 extraído con cloroformo 12. 5 µg 
y 25 pg respectivamente ; F y G , CF 

1 
extraído con EOTA 

25 fg y 12. 5 pg respectivamente 
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El método utl.lizado JX!ra activar .la ATPasa fué por medio de 

calor , el cual aparentemente implica el desplazarniento del inhibidor e 

induc[:! el estado activó de la enzima . Mediante el uso de un Multi Block 

1-Ieater ( Lab. Line Co. ) se détermirló la t~mperatura óptima de activa 

ción . La Fig. 24 mue~tra qll~Ko;º<:r~~ la temperatura a la que se obtiene 

la máxima activación , la curva de tiem¡x> a 60 ºC ( Fig. 25 ) mostró 

que se requieren entre 2 y 4 minutos para alcanzar el máximo de actividad 

de ATPasa . En la curva de proteína ( Fig. 26 ) se ilustra que ésta no 

es lineal con la concentración y que la máxima actividad especifica ele la 

ATPasa-ca 1+ medida en las condiciones ya descritas , se observa con 

5 fg de enzima activada , por lo cual en los experimentos subsecuentes se 

utilizó esta cantidad ele enzima . 

La sensibilidad ele la CF 1 a la octilguanidina se ilustra en la 

Fig. 27 obserw'inclose que ésta es menos sensible a la octilguaniclina cuando 

se encuentra en forma soluble ::¡ue cuando esta adosada a la membrana , en 

esta última conclición con octilguaniclina. 60 pM se obtiene un 60 a 7 O % ele 

inhibición en la actividad ele ATPasa ele clornplastos íntegros mientras que con 

la enzima aislada octilguaniclina 100 J1M apenas produce un 20 fo de inhibición 

lncludablemente la solubilización ele la enzima produjo modificaciones es 

tructurales que alteraron su sensibilidad a la octilguaniclina , fenómeno 

que es también compartido con el inhibidor natural con el que se requiere 

menor cantidad con [l-'lrtículas submitoconclriales ::¡ue con la enzima soluble 

para producir el mismo grado de inhibición ( 56 ) . 
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4
)
2
so,

1 al 50 3 se centrifugó y se resuspcndió en un medio que con · 
tenía Tricinc-NaOH 10 mM pH 8. O y EDTA 2 rnM . Muestras 

de 500 pg de CF 1 en un volumen final de O. 3 ml se calentaron 
durante 2 min con Ditioeritritol 5 rnM , ATP 30 mM pH S. O y 
Tricine-NaOI-I 40 rnM pl-l 8. O a las temp::)[aturas indicadas . 
Se utilizaron 5 )lg de CF1 activado para determinar la actividad 

de A TPasa clep2ndiente de Ca* como se describió en rvíótodos . 
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Fig. 25 Efecto del tiempo de activación a 60 ºC en la actividad de ATPasa-ca++ 
La enzima se preparó como se describe en la Fig. 15 . Muestras 
de CF 1 se activaron a 60 ºC .en un medio que contenía 40 mM 
Tricine- NaOH pH 8. O , 2 mM EDTA , 30 mM ATP , 5 mM DTE 
y 1500 µg/ml de enzima a los tiempos indicados . Se utilizaron 
5 pg de CF 1 activado para determinar la actividad de ATPasa. 
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Efecto de la concentración de enzima en la actividad de A TPasa -Ca +J: 1 

La enzima fue preparada y ·activada como se describió en la 
Fig. 16 . Diferentes concentraciones de enzima activada se utiliza 
ron ¡nra determinar la actividad de ATPasa-ca+t. 
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Fig. 27 Efecto de difcrente4 concentraciones de octilguanidina sobre la 
actividad ATPasa-Ca . La enzima fue prep:i.rada y activada 
como se describe en la F)g. 16 . Se utilizaron muestras de 5 pg 
de CF1 activado para determinar la actividad ATPasa en un volu 
men de 1 ml que contenía; 50 mM Tricine-NaOH p!-l 8. O , 
CaCl?_ 5 mM , 5 mM ATP pH 8. O y las concentraciones de octil 
guaniuina indicadas . 
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Para comparar si los parametros cinéticos km y Vmax 

son afectados de la misma manera rxir la octilguanidina que en el cloroplas 

to íntegro 1 la actividad de ATPasa se midió a ·diferentes concentraciones de 

ATP-ca++ en presencia y ausencia de octilguanidina 100 fM ( Fig. 28 ). 

Se observa que la octilguanidina sigue comportándose cinéticamente como 

un inhibidor no competitivo de la hidrólisis del ATP alterando únicamente 

la velocidad máxima , sin afectar el valor de la Km= l. 81 mM , la cual 

fue muy semejante a la observada en la Fig. 16 con cloroplastos íntegros 

( l. 25 mM ) . 

Cabe s.eñalar que el cambio alotópico en cuanto al requerimiento 

de catión , Mg++ cuando la enzima se encuentra en el cloroplasto y Ca++ 

cuando se encuentra en forma soluble , no afectó el tipo de inhibición pro 

ducido por la octilguanidina . Es posible cuantificar actividad de ATPasa 

dependiente de Mg ++ en la enzima aislada utilizando altas concentraciones 

de ión 13icarbona to . Como se muestra en la Fig. 29 la actividad de 

ATPasa-ivlg* en Ja enzima aislada se inhire con octilguanidina , cibser' 

vándose que la presencia de 13icarlxmato reduce la ca p:icidad de la octil 

guanidina para inhibir la actividad de- A TPasa , de una manera similar al 

p2ptido inhibidor . 
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Fig, 28 Efecto ele la octilguanidina en la actividad ATPasa-Ca-1+ cl_P. la 
enzima aislada con diferentes concentraciones de A TP , represen ' 

tación de Lineawevcr -Burk . Las condiciones experimentales fueron 
como en la Fig. 18 , en presencia de 100 uM de octilguanidina ( · ) ó 
' . . ausencia de octilguanidina ( + ) . 
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CF 1 aislada . La enzima se preparó y activó como en la 
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DISCUSION 

La regulación de la fotofosforiladón requiere del conocimiento de 

la funcionalidad de cada uno de sus componentes . La existencia de una pro 

teína inlúbidora de la función catalitica en diversos sistemas biológicos ha 

permitido proponerla· como un imp:Jrtante factor regulador, sin embargo su 

mecanismo de acción es aún desconocido . 

Como la octilguanidina inhibe la actividad ele ATPasa tanto de la 

enzima soluble como particulacla en mitocondrias de hígado y corazón de 

res de una manera similar a la protefoa inhibidora , es decir , su efecto 

inhibitorio es aditivo , son cinéticamente similares y ambas previenen la 

inactivación ¡xir frío , se ha sugerido un sitio de acción común . Con estos 

antecedentes , hemos creído conveniente utilizar la octilguaniclina como un 

inhibidor modelo de la proteína inhibiclora en cloroplastos . 

Nuestros resultados muestran que la octilguaniclina inhibe no com 

petitivamente la actividad ele A TPasa tanto ele la enzima soluble corno ele la 

enzima unida a la membrana , ele una manera similar a la proteína inhibí 

dora . 

Se utilizó la actividad de ATPasa inducida por la luz en cloroplastos 

enteros , como monitor de la movilización del inhibiclor . Previamente se 

probó la integridad estructural y funcional de los cloroplastos . Mediante su 

sensibilidad a cationes divalentcs la enzima membrana! presenta propiecla 

des alotópicas y es clepenclicnte ele tvlg +t , mientras que la enzima soluble 
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es más activa en presencia de Ca -H- . La Tabla llI muestra que la activi 

dad de A TPasa dependiente de calcio en cloroplastos énteros fué muy b-1)a , · 

lo cual indica una buena integridad estructural de los cloroplastos emplea_ 

dos , además el sistema muestra alto grado de acoplamiento , ya que la 

actividad puede ser incrementada en presencia de clesacoplante NI-I4Cl 

Otro criterio de integridad funcional es la sensibilidad. de la ATPasa de 

Mg-H- inducida por la luz a la Oiciclohexilcarbodirnida ( 38 ) un potente 

inhibidor de ésta como se observa en la Tabla· m . Este hecho confirma 

que la CF 1 esta correctamente insertada al canal de I-I+ de la CF 0 

Los cloroplastos presentan actividad de A TPasa que en la oscu 

ridad está en estado latente . La iluminación de cloroplastos en presencia 

de compuestos reductores como el DTE incrementa la actividad de ATPasa , 

sin inhibir la fotofosforilación ( 20 ) . La activación de la ATPasa con 

DTE puede observarse en la oscuridad siendo más pronunciada en la luz y 

permanece durante varios minutos . La Tabla lll muestra la dependencia de 

un agente reductor , en la actividad de la ATPasa estimulada ¡::or la luz 

El mecanismo de activación de la ATPasa ¡::or reductores de gru 

p::is sulfhidrilos ha sido objeto de numerosas investigaciones . La purificación 

del factor ele acoplamiento ( CF 1 ) produce una enzima con actividad latente 

de ATPasa susceptible de ser activada ¡xir calentamiento 6 1nr digestión con 

tripsina . El mecanismo de activación de la r\TPasa permanece aún incierto 

y prolnblemente implique cambios conformacionalcs en CF d:::pendientes de 
. 1 

energía ; que ¡:odrían resultar en la cxp::isición de un enlace clisulfuro ( 21 ) 
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ó en la dislocación de la proteína inhibidora ( 2 ) . Añadiendo además , que 

el proceso de activación lXIrece implicar cambios en las propiedades de 

unión de los nucleótidos de CF 1 membrana! ( 49 ) . Los cambios duran 

te el proceso de activación en CF 1 pueden ser i:12rmanentes 6 transitorios. 

Estudios realizados ¡::or Farron ( 11 ) observando la transfon,1ación p:n· ca 

lor de la CF1 latente al estado activo no mostraron ningún cambio en las 

propiedades hidrodinámicas de la enzima , ni en el ¡:icso molecular , la 

comp::isición de aminoácidos y la movilidad en geles de l)Jliacri!anüda , de 

estos datos se ha concluido que a diferencia del factor de acoplamiento mi 

tocondrial F1 la CF 1 no forma complejo disociable con una proteína 

de bajo peso molecular que inhibe específicamente a la A TPasa , sugirien 

do que cambios conformacionales pueden ser los responsables de la activa 

ción ele la ATPasa . Siendo además un proceso asociado con cambios en la 

distribución de gru¡::os sulfhiclrilos en la proteína , ya que el número total 

de grujX.ls -SH no varia antes y después del tratamiento con calor ( 11 ) 

indicando que ninguna reducción ú oxidación neta se produce durante la 

activación . Durante la activación ¡x.ir calor y no en la inducida p::ir eliges 

tión con tripsina , el proceso ele activación se inhibe si se hace una alquila 

ción de residuos su!fhidrilos previa 

La reacriviclad ele gru1::os sulfhidrilos ha siclo investigada en la 

enzima soluble y en la unida a la membrana . Farron y Racker ( 21 ) repJr _ 

taran que dos grup::is sulfhiclrilos reaccionan con iodoacetamida en la enzima 

soluble latente y dos gru1::os adicionales se cx¡x.incn durante la activación p:ir 
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. calor : Deters y colaboradoE~S 58 ) observaron un incremento en la iricor 

poración de iodoacetamida en la subunidad X de CF 1 activada por calor. 

Por otro lado , también en la activación dela ATPasa por la luz estan im 

plicados grúpos -SH ; Me Carty y Fagan ( 59.) reportaron una incorporación 

de NEM marcado con tritio en las subunidades e y JI de CF 1 mem 

branal en la oscuridad y una incorporación adicional en la subunidad "/ 

después de la exposición a la luz . Sin embngo , Cantley y Hammes en 

1976 ( 62 ) demostraron que los grupos sulfhidrilos expuestos con la luz no 

estan relacionados con el sitio de hidrólisis del ATP , los sitios ele unión 

de nucleótidos ó con los sitios de unión de quercetina . 

Al examinar los datos ilustrados en las Figs. 10 y 11 , estos 

mostraron que la octilguanidina inhibe preferentemente la enzima activada 

por la luz que la actividad basal . Pensando que la p::isible acción inhibito 

ria de la octilguaniclina radicara en el proceso ele activación inducido p::ir la 

luz y como ya se me:ncionó , el mecanismo ele activación ele la ATPasa en 

la membrana implica cambios conformacionales dependientes ele energía , 

facilitados ¡:.or la reducción de un puente disulfuro p:ir compuestos reducto 

res como el DTE ( 11 ) , se esL11dió el efecto de la octilguanidina en la 

actividad de ATPasa-Mg* con y sin DTE en la luz y en la oscuridad co 

mo se ilustra en las Figs. 12 y 13 ., 

Los resultados obtenidos muestran que la octilguanidina inhibe la 

actividad ele ATPasa lnsal ó inclucicla i:nr luz y DTE , requiriéndose ele la 

enzima activada por cualquier mecanismo , para que la octilguanidina ejerza 

su efecto inhibitorio 
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La Fig. 13 muestra el efecto inhibi~orio de la octilguanidina en 

la activictad de ATPasa en la oscuridad y es .fosible observar que el DTE 

en estas condiciones activa a la enzima ( 20 ) y que esta enzima activada 

es inhibible p:>r octilguanidina . 

Los experimentos anteriores indicaban un efecto inhibitorio de la 

octilguanidina en la ATPasa , pero no nos pzrrnitían afirmar su ¡xisible p::ir 

ticipación en el proceso ele activación . Los elatos ilustrados en la Fig. 14 

y Tabla V muestran que la octilguanidina produce igual inhibición si esta 

presente en la activación ó en la actividad , permitiendonos descartar tal 

posibilidad y concluir que la octilguaniclina inhib:; específicamente la activi 

dad de ATPas-Mg* y ¡::a.rece no ejercer ningún efecto en el proceso ele 

activación inducido ror la luz 6 p:>r DTE . Las Figs. 10 y 11 mostraron 

que la octilguanidina inhibe la actividad de ATPasa dependiente de Mg+t de 

cloroplastos sin alterar el transp:>rte de electrones ( Tabla lV ) a través 

de una interacción especifica con el sistema fosforilante , en ambas acti 

viclades , la fosforilación y la A TPasa ( Fig. 15 ) . 

Como la síntesis e hidrólisis del ATP y las reacciones de in 

tercambio ocurren en cloroplastos energizados p::ir la luz ó ¡:or una trnn 

sición ácido-D-'.lse y son igualmente inhibidas p:>r clesacoplantes , inhibido · 

res de transferencia de energía y anti-CF1 ( 63 , 64 ) se ha pensado que 

todas estas reacciones : síntesis , hidrólisis y recambios ocurren en el 

mismo sitio catalítico de la CF1 a través de reacciones reversibles . Sin 

embargo , datos recientes ( 65 ) hacen difícil se¡,'llir ap::iyanclo esta con_ 

clusión . Ya que la espzcificidad pna el sustrato en la reacción de 
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hidrólisis del A TP síntesis· <'.1~1 A TP ó. ias reacciOne-s del intercambio 

A TP ~Pi ·. es diferente . Observándose que la inhibiclém de la ATPasa no nece 

sariamente conduce a la inhibición de la capacidád de síntesis de ATP , aun 
' .. ' :· . -

que amh<ts reacciones se efectúen en la misma enzima , siendo un ejemplo de 

lo anterior la diferente sensibilidad a é- ATP , el cual inhibe fuertemente Ja 

hidrólisis del A TP , sin afectar de la misma manera la síntesis del ATP ( 60 ). 

Como se ilustra en la Fig. 15 existe diferente sensibilidad a la 

octilguanidina en la síntesis y en la hidrólisis del A TP y este hecho fuerte 

mente apoya la idea de que la síntesis y la hidrólisis del A TP pueden ocurrir 

a través de rutas complejas · con. la p .. wtici¡x1ción de diferentes sitios ó esta 

dos conformacionales de la ATPasa ( 67 ) . Aunado a esto , es interesante 

mencionar que aün a altas concentraciones de octilguanidina , solamente se 

alcanza del 60-7 O 3 de inhibición de la actividad de A TPasa-Mg * ( Fig. 1 O ), 

¡Jera concentraciones altas s?n cap:iccs de inhibir casi totalmente la síntesis 

( Fig. 15 ) ha bi6nclose observado un compxtamicnto similar en presencia de 

otros inhibidores de la transferencia de energía ( 68 ) lo anterior parece 

apoyar la p:isible existencia de mul tiples formas de la enzima . 

Una vez descartada la ¡x¡sibilidad de que la octilguanidina ejerciera 

su efecto inhibidor en el proceso de activación , que implicaba la exp:isición 

de gru¡us sulfhidrilo 6 la movilización de Ja prowína inllibidora y demostrar 

el efecto de la octilguanidina sobre Ja actividad de ATPasa actuando en el 

sistema fosforilante , se procedió a puntualizar su sitio de acción y su p::> 

si.ble mecanismo , haciendo hincapié en su efecto semejante a la proteína 

inhibidora. 
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Trabajos previos { 34, 69 ) utilizando el péptido il~hfbido1~ de la 

ATPasa de corazón de res ( F1 ) mostraron que inhibía la actividad de 

ATPasa de manera no competitiva con respecto al ATP . Indicando que ni 

la Km J.llra el A TP ni la Ki p::ira el ADP cambiaban con la unión del inlübi _ 

dor a partículas submitocondriales . 6 a la F 1 . Por otro lado Gomcz-Puyou y 

colaboradores ( 3 ) encontraron una inhibición incompetitiva clel inhibidor na 

tural con respecto al ATP . La Fig. 16 muestra el tip;:> de inhibición proclu _ 

cida por la octilguanidina s.obre la actividad de ATPasa clepcndicnte de Mg+t 

en cloroplastos íntegros , observándose que la octilguani.dina se co1111:orta 

como un inhibidor no competitivo y comparable con el tipo de inhibición que 

se observaba para la proteína inhibitoria . 

Estudios recientes llevados a cabo 1X)r Galante y colaboradores 

( 61, 57 ) muestran que el complejo H+- A TPasa-lnhibiclor ele corazón de 

res aún puede ·interactuar con agentes que reaccionan con el sitio de hidró 

lisis del ATP . Todos estos datos han [X!rmitido concluir que el p::!ptido 

inhibiclor no interactúa directamente con el sitio catalítico en F 
1 

. Observán _ 

dose también que la octilguanidina , ele manera similar al piptido inhibidor , 

inhibe a la A TPasa internctl.lando en otro sitio diferente al sitio de hidrólisis 

del ATP 

La inhibición de la fosforilación en cloroplastos enteros ejercida 

por la octilguanidina sobre el sistema fosfodlante p:idría deberse a una acción 

de ésta sobre sus dos componentes el hidrofóbico 6 CF o y el catalítico 6 

CF1 
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El mecanismo por el cual los protones son conducidos a través .de 

CF0 y la membrana del tilaCoide a CFi es poco conocido , sin embargo , 

existe evidencia que sugiere que en la regulación de la conducción de pro 

tones por CF 0 participan uno ó más residuos -SI-! ( 25 ) críticos dentro 

de CF 
1 

, posiblemente localizados en la subunidad "6 ele la enzima ( 59 ) . 

La remoción ele CF 1 de la membrana ele los tilacoicles rcsul ta en un gran 

incremento de la permeabilidad transmembranal de los protones y la aLnlición 

del incremento· de pl-1 inducido por la luz asociado con la captación neta de 

H+ . Si en estas condiciones se u'tilizan inhibidores como el DCCD ( 38 ) y 

el Trifenil estaño ( 54 ) , los cuales interrumpen Ja conducción de protones 

a través ele CFo , se restablece la captación de los H+ inducida p::>r la luz . 

Como se observa en las Figs. 18 y 21 la octilguanidina no modifica 

la conducción ele los protones a través ele CF 0 a concentraciones a las cua 

les inhibe un 70 3 la ATPasa . 

Los resultados hasta aquí obtenidos , indical:nn que la octilgua 

nidina inhibía la actividad ele ATPasa a través de su interacción son el 

factor de acoplamiento CF 1 . Por lo que los resultados siguientes trataron 

de estudiar esta interacción . Como se ilustra en la Pig. 28 , la octilguanidina 

inhibe la actividad de ATPasa ele la enzima soluble y ele una manera simi 

lar al inhibidor natural , ésta es menos sensible , requiriéndose una con 

centración más alta de inhibidor para producir el mismo grado de inhibición 

que en la enzima membrana! . Por otro lado el tip:> de inhibición ele la 
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' . 
octilguanidina • al igual que el péptido inllibidor • . es no co'mpetitivo • lo 

·,-:'.:-:· ... '··· 

cual implicaría anioos actúan. en un sitio diÍereiité''_ ele! sitio de hidró ...... - .... _ ...... 

lisis del A TP . 

Dadas las propiedádes alotópicas de la CF 1 purificada , la 

actividad de ATPasa a diferencia de la observada en cloroplastos enteros 

que es dependiente ele iones magnesio ( 70 ) , es dependiente ele iones c:i.lcio, 

observándose solamente un 3 3 de la actividad ensayada con otros cationes 

divalentes como el Mg* • el Mn * • el Nfl+ ( lo ) . Sin embargo , en 

presenc.ia de ciertos efectores alostéricos como el maleato ó el bicarbo 

nato se induce a la enzima aislada a tener actividad apreciable de ATPasa 

dependiente de Mg-1+ ( 22 ) . A este respecto , recientemente ( 71 ) 

I-Iochman y Carmeli rep:Jrtaron que esta serie de compuestos actúan , dcp:::n 

diendo ele las condiciones ele incub1ción , como efectores alostéricos de 

la actividad de A'll)asa de CF 
1 

, activando ó inhibiendo la actividad 

Observándose que en presencia de bicarlxmato , se incrementa 10 veces 

la afinidad )XJr el ATP y se disminuye 2 veces la Ki para el ATP libre , 

ambos efectos promueven la estimulación de la ATPasa 

Por otro lado , resultados .adicionales ( 30 ) indican que altas 

concentraciones de bicarb::inato reducen la capacidad del pcptido inhibidor 

pna suprimir la actividad de ATPasa de F¡ . Observánclose un grado menor 

ele inhibición ¡Dr la proteína inhibidora en presencia ele bicarbonato 
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La Fig. 29 , muestra que con bicarb:mato y Mg-H- en CF 1 soluble es 

posible observar Una actividad apreciable de A TPasa . Confirmándose 

además que la octilguanidina , en presencia de altas concentraciones 

de bicarlxmato y de manera similar al pepticlo inhibidor , disminuye 

su capacidad de interactuar con la CF1 
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CONCLUSIONES 

. L ::: Laoctilguanidina es un inhibidor de la A TPasa y de la foto 
_.···_ -.. -_ .. 

fosforilación en cloroplastos . Pudiendo a concentraciones b;1jas inhibir pre_ 

ferentemente la A TPasa sin modificar sensiblemente la fotofosforilación ¡:or 

lo que su sitio de acción nos permitirá ahondar sobre los procesos de la 

transducción energética en el tilacoide . 

2. - Tiene un sitio de acción específico para CF 1 , sin modificar 

ningún segmento de la cadena de transp:Jrte de electrones , ni la conducción 

de los H+ a través de CFo . 

3. - No tiene efecto sobre el mecanismo de activación i::or luz 

y reactivos reductores de grup:is sulfhidrilos en cloroplastos enteros 

4. - Ejerce su efecto inhibitorio actuando de una manera especifi 

ca y directa sobre el factor de acoplamiento CF 1 

5. - Tiene semejanzas cinéticas con el inhibidor natural de la 

A TPasa . Ambos ejercen un tipo de inhibición no competitivo para en ATP , 

su afinidad es mayor en la enzima ¡urticulada que en la soluble y su efecto 

inhibitorio es modificado p::ir efectores alostéricos como el bicarbonato . 

Estos resultados sugieren sitios comunes ó cercanos en la CF 1 , ¡:or lo 

que resulta un reactivo de gran utilidad en la dilucidación del sitio de 

. acción del inhibidor natural y su mecanismo de regulación en la catálisis 

del sistema fosforilante . 
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