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Resumen.

Dado que la ATP sintasa mitocondrial funciona como un motor molecular reversible, contiene
un inhibidor fisiologico (IF;) que previene la hidrélisis del ATP mitocondnial en condiciones
donde el gradiente electroquimico de protones (Apn.) disminuye. Existe una controversia en
cuanto al mecanismo de la IF,. Algunos grupos sostienen que la IF; se desprende de la ATP
sintasa cuando se incrementa el Ay, (Harris, et. al.,, 1979) en particulas submitocondriales
(PSM); otros grupos han mostrado que la IF; no se libera al medio acuoso si no que
permanece unida en un sitio no inhibitorio de la enzima en respuesta al Ay, (Goémez-
Puyou, A. y col., 1979).

Objetivo.

Determinar si el establecimiento del Apy. en PSM (Particulas Submitocondriales) induce o

no el desprendimiento de Ia IF; de la ATP sintasa y su liberacion al medio.
Resultados.

La actividad de ATPasa es activada con succinato y se mantiene por un periodo de 10
minutos. Después de una protedlisis limitada con tripsina y analisis de tipo Western-blot
anti-IF;, se observé que el establecimiento de un Apy. protege a la IF, de la protedlisis. La
relacion o/IFy en PSM activadas por gradiente de protones se mantiene igual en

comparacién con PSM no activadas.
Conclusiones.

El Aum de protones inducido por succinato, provoca un incremento de dos veces en la
actividad de la F1F-ATPasa en PSM, el maximo de activacién se obtiene a los 10 minutos.
E! A, induce un cambio conformacional en la IF, endégena que permanece unida a la ATP
sintasa en una orientacién que oculta sus sitios de corte por tripsina. La IF; permanece unida
a la ATP sintasa en respuesta al gradiente electroquimico de protones.



1.- INTRODUCCION.

La mitocondnia contiene dos membranas altamente especializadas que separan a la matriz
mitocondrial del espacio intermembranal. La membrana extermna contiene proteinas llamadas
porinas que funcionan como canales inespecfificos y la hacen permeable a iones y
moléculas pequefas. Algunas de estas moléculas pueden pasar al espacio intermembranal,
pero no todas podran ser permeables a la membrana interna mitocondrial. El espacio
intermembranal es quimicamente similar al citosol, con respecto al contenido de moléculas
pequeiias, mientras que la matriz mitocondrial tiene una composicién diferente debido a
varios transportadores que seleccionan las moléculas que entran y salen de la matriz.

La mayor parte de las reacciones bioquimicas que realiza la mitocondria se llevan a cabo en
Ja matriz mitocondrial, y en la membrana interna que es altamente especializada. La
membrana interna mitocondnal posee una gran variedad de proteinas transportadoras que
seleccionan moléculas que son metabolizadas o requeridas por las enzimas de la matriz
mitocondrial. En esta membrana interna se encuentran los complejos de la fosforilacion
oxidativa (Del I-V: El complejo | o NADH-UQ oxidoreductasa, complejo Il o Succinato
deshidrogenasa, complejo 1l o0 UQH~it ¢ oxidoreductasa (bc1), complejo IV o citocromo ¢
oxidasa, y el complejo V o ATP sintasa. De estos dltimos, los complejos I, 1li, y IV son
capaces de bombear protones a través de la membrana interna. La generacién de ATP por
la fosforilacion oxidativa, via cadena respiratoria depende de un proceso quimiosmotico. Los
electrones del NADH y del FADH, son transportados a través de la cadena respiratoria en la
membrana interna mitocondrial, la energia liberada se utiliza para bombear protones a través
de la membrana interna, del espacio intermembranal a la matriz mitocondrial. Este proceso
genera un gradiente electroquimico de protones (Apy.) a través de la membrana interna
mitocondnal. Este tltimo es usado por la ATP sintasa que cataliza la conversién de ADP +
Pi a ATP, completando el proceso de fosforilacién oxidativa (Voet, 1990).

La ATP sintasa (también llamada F,F¢-ATPasa) es el factor de acoplamiento que sintetiza la
mayor parte del ATP que requiere la célula para llevar a cabo todas sus funciones. Este
complejo funciona como un motor rotacional acoplando la sintesis de ATP al transporte de
protones, contiene multiples subunidades las cuales pueden agruparse y separarse

experimentaimente en dos porciones, una extramembranal o F, y la otra transmembranal o



experimenialmante en dos porciones, una extramembranal o Fy y la obra iransmemibsaenal o
Fa(fig 1) La porcein solubie llamada F, gue conbene el hex@mero .l possedor de los tres
sifios cataliticos. ademds de oiras subunidades v, § y ¢ La porcion frans membranal Fy que
forma el canal de profones, estd compuesia por las subunidades a (o Sub 8), b, ABL, F& 1
g, v y ol anillo de subumsdades ¢ (Sub. §). @ambos dominios 88 oncueniran esiabiizados y
anciados por un lallo penfénco cempussio por las subunidades b, d y OSCP (para &l caso do
la prnma de corazon de boving). La enargla provanionts do |a fusrza probén mobriz
transmembranal gensrs cambios conformacionales y movimienios oo las subunicedes del
tolor (7. &, ¢ ¥ ks subunidades ¢ y el estator (s, i, O5CP, b y a) durarie la cataliss (Gancla y
cols | 2002) Los movimienios del rolor, o iallo ceniral, son ramemilides sl estaior a los sfios
cataliicos que, 3 su vaz, alleman y cambian su afinidad por sustratos y productos (Garcia,
2000)
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isquemia donde se ha demostrado que la IF, es un factor importante de proteccioén contra el
dario por isquemia-reperfusion del tejido cardiaco (Rouslin y cols., 1989 y Rouslin y cols.,
1995). La hidrélisis de ATP es inhibida por la union de esta proteina al sector F, de la enzima
con una estequiometria de 1:1 (la uni6n depende de la presencia de Mg-ATP), (Dreyfus y
cols., 1981). La restauraciéon del Ap,. favorece el desplazamiento de la IF, de su sitio
inhibitorio. Por lo tanto la IF, ejerce una accion regulatona en las propiedades catallticas de
la ATPasa mitocondnal, y juega una papel importante en el proceso de conservacion de
energla. El papel que ejerce la IF, en la regulacién de la actividad de hidrélisis de ATP se ha
caracterizado muy bien desde que Pullman y Monroy la aislaron por primera vez (Pullman y
Monroy, 1963). Es de singular relevancia para esta tesis la activacion de ATPasa por
tripsina, presumiblemente a través de la protedlisis de la IF;. PSM-MgATP y PSM en “estado
3" se incubaron con tripsina durante diferentes tiempos, y la proteélisis se detuvo anadiendo
un inhibidor de tripsina. Posteriormente se midio la actividad de ATPasa, se observé que se
induce un aumento en esta actividad con respecto al tiempo de exposicién a tripsina hasta
conseguir un maximo de activacion en 5 minutos que corresponde a la degradacion del IF,
unido a la enzima. Después de este tiempo la actividad disminuye debido a la proteélisis de
otras subunidades importantes del complejo F.Fy, y por ende se pierde la actividad. Este
efecto es muy marcado en PSM en “estado 3” las cuales se exponen a un Apy, con respecto
a las PSM-MgATP (Tuena de Gomez Puyou y cols., 1983). Con este experimento, entre
otros, se confirm6 que la actividad de ATPasa es controlada por la proteina inhibidora (IF,).

La uniébn de la IF1 a la ATP sintasa es dependiente del pH. Durante la respiracién
mitocondrial, el pH es relativamente acido afuera y alcalino en la matriz mitocondrial donde el
ATP es sintetizado. En ausencia de oxigeno o en presencia de un desacoplante de la
fosforilacion oxidativa, la ATP sintasa tiende a girar en direccién de hidrélisis de ATP (sentido
contrario de las manecillas del reloj, vista desde Fy), y por lo tanto la glicdlisis se convierte en
la Ginica fuente de ATP celular. La alta velocidad de la glicélisis resulta en la reduccion del pH
citosolico, el cual es transmitido a la matriz mitocondrial, promoviendo la inhibicion de la
hidrélisis de ATP por la IF, como una respuesta para preservar el ATP celular (Chernyak y
cols., 1991).

La IF, de bovino, onginalmente aislada por Pullman y Monroy, es un péptido de 84
aminoacidos con un peso molecular de 10 KDa, (para el caso de la enzima de bovino),
homdlogo al ya caracterizado en mitocondria de rata, de Saccharomyces cerevisiae y plantas

(Pullman y Monroy, 1979). La secuencia primaria revela que un 50 % de estos aminoacidos



son cargados (acido glutamico> lisina>arginina, acido aspartico) y carece de triptofanos y
cisteinas. Esta secuencia primaria es muy conservada, particularmente los residuos del 14-
47 (numeracion en bovino) que han sido definidos como la minima secuencia inhibitoria. El
estado oligomérico de IF; de bovino ha sido estudiado a varios valores de pH por equiiibrios
de sedimentacién y ultracentrifugacion analitica y por ensayos de entrecruzamiento quimico.
Estas técnicas confirmaron que la proteina forma tetrameros a pH 8, y por debajo de pH 6.5
la proteina es predominantemente dimérica (Cabezén y cois., 2000). Por medio de
entrecruzamientos covalentes se encontré que a pH 8 la region de la IF, que forma el dimero
consiste en los residuos que van desde el 44-84, y el fragmento que contribuye a la
formacién del tetramero es del 32-84. Algunos de estos residuos entre la posicién 32 y 49,
que son necesarios para la formacién del tetramero, son sensibles al cambio de pH y por lo
tanto a la interconversion de dimero y tetrAmero. Un residuo importante en esta
interconversién es la histidina 49, ya que una mutacién en este residuo desaparece la
activacion-inactivacién dependiente del pH.

Estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) revelan que la IF, dimeriza al formar
una trenza de a-hélices sobre la regién C-terminal y que a valores altos de pH, donde la
proteina es tetramérica, la region inhibitoria se oculta (Fig. 1). Por lo tanto, con estos
estudios se sugiere que la IF, existe en dos conformaciones: una conformacién tetramérica
inactiva que se enriquece a valores de pH mayores a 7.0, y otra forma dimérica activa, que
predomina a valores de pH por debajo de 6.7 (Cabezdn, y cols., 2000). Es de gran
importancia conocer la estructura del complejo formado por la F-ATPasa y la proteina
inhibidora IF,. Estudios de entrecruzamiento mostraron inicialmente que la IF; entrecruza con
las subunidades a y p de la F, (Jackson y cols, 1988 y Mimura y cols., 1993). Estos
antecedentes sugirieron inicialmente que el mecanismo de accién de la IF, era el de
bloquear los cambios conformacionales de las interfases cataliticas a@/g (Harris, 1997,
Pedersen, 1986). Recientemente, se demostr6 que ademas de entrecruzar con las
subundades a y 8, la IF1 es capaz de entrecruzar con las subunidades y y € del rotor de la F,
a una distancia <12 A. Previamente también se habia encontrado una distancia aproximada
de 40 A entre la IF1 y la subunidad y por medio de estudios de tranferencia de energfa
(FRET, Baracca y cols., 2002). Esto implica que la IF, ademas de interferir con los cambios
conformacionales de los sitios cataliticos, también interfiere con la rotacion intrinseca del
cuello central de la enzima (Minauro-Sanmiguel y cols.,, 2002). Esto se corrobord
posteriormente con la estructura cristalografica del complejo Fi-1 soluble de bovino en donde

se encontrd que los residuos 1-37 de la IF; se unen a la interfase aDP-8DP de la porcion Fy y
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se encontro que los residuos 1-37 de la IF, se unen a la interfase aDP-BDP de la porcion F, y
también interactia con la subunidad y del rotor de la enzima (Cabezon, y cols, 2003 ). Los
residuos del 1-13 tienen un intimo contacto con la subunidad y de Ia F, y estas interacciones
contribuyen a la estabilidad del complejo, los residuos del 48-56 de ia IF, también ayudan a
la estabilidad de este complejo, pero no interactian directamente con la F,, sin embargo
pueden estar ayudando a la estabilidad por formacion de dimeros de IF, en esta region. En
la fig. 2 se muestra el cristal del complejo F,-IF,, ias partes en azul y verde claro son las
subunidades a y B, respectivamente; la subundad y se muestra en color verde y la IF; en
rojo, la parte en amarillo es el sitio de corte de la quimotfripsina. En esta figura se puede
apreciar como esta profeina inhibidora se encuentra interactuando con las subunidades a y B
del estator y parte de ella también interactta con el rotor (subunidad y en verde).

Fig. 2

1 - Cabezén y cols., 2000. Modelo que representa la estructura cristalografica del complejo F,—F1 de la ATPasa de
bovino. Colores azul y verde claro: o y B, verde: subumdad v, rojo IF,, amarillo: siios de corte de guimotnipsina

Por otro lado, otros autores han demostrado por medio de ensayos de entrecruzamiento y
protedlisis limitada con tripsina que el extremo carboxilo terminal de la IF, se une con la
subunidad OSCP en un proceso independiente del pH, ademas de encontrar que los sitios
de corte de esta proteasa en la IF; dentro del complejo IF,-F;F, se encuentran en el extremo
carboxilo terminal de la IF, (Papa, y cols. 2004). Dianoux y colaboradores también exploraron



Fig.3
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Sitios de corte de algunas proteasas como, la tripsina, trombina, quimotripsina sobre la regién N-
terminal de la IF;, de bovino.

En cuanto al mecanismo de accién de esta proteina inhibidora, ahora se tiene claro que al
unirse entre el rotor y el estator, la IF; interviene tanto en los cambios conformacionales de
las subunidades cataliticas, como en la rotacion intrinseca dei cuello central. Esto implica
que la IF, debe de inhibir a la enzima tanto en el sentido de fa sintesis como en el de la
hidrolisis de ATP. Por lo tanto, una pregunta central sin resolver es ¢cémo le hace la ATP
sintasa para funcionar “in vivo” en presencia de la IF;? Dado que la IF, esta insertada en el
corazdn estructural de la enzima impidiendo tanto la rotacion como los cambios
conformacionales cataliticos, esto implica que la IF; debe cambiar de posicion para permitir
que la enzima funcione en condiciones de sintesis de ATP, es decir, en presencia del Apiy.,
Mg%-ADP y PI. Este reacomodo de la IF, puede ocurrir en dos maneras diferentes, 1) La IF,
se puede desprender completamente de la enzima para permitir que sintetize ATP, 2) puede
ocurrir que la IF; no se desprenda de la enzima, sino que simplemente tenga un cambio
conformacional que re-acomode su estructura asociada a la enzima, y esto permita la
rotacion y catalisis de la misma. En diferentes laboratorios se ha encontrado evidencia a
favor de ambas posibilidades.. Por un lado algunos grupos (Harris y cols.,1981 y Pedersen y
cols, 1986) han mostrado una correlacion entre la cinética de liberacion de la proteina
inhibidora y la sintesis y la hidrdlisis de ATP en particulas submitocondriales. Estos
resultados llevaron a concluir que en respuesta al gradiente de protones la IF; se desprende
de la ATP sintasa y se libera al medio acuoso en un proceso dependiente de la energia del
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Auy., ademas de observar un incremento exponencial de ias velocidades de sintesis y de
hidrélisis de ATP.

Por otro lado, otros grupos (Dreyfus y cols., 1979) han mostrado evidencia de que la proteina
inhibidora no se desprende de la enzima en respuesta al gradiente electroquimico de
protones, sino que se reacomoda en otro lugar no inhibitorio dentro de la misma ATP sintasa.
Esta evidencia incluye experimentos de titulacion de anticuerpos radioactivos anti-IF, en
PSM expuestas o no a un gradiente electroquimico de protones, encontrandose mayor
cantidad de anticuerpos unidos a las primeras. Asimismo, se ha buscado la presencia de la
IFy en el sobrenadante de centrifugacion a alta velocidad de PSM que han sido o no
expuestas a un Auy., Y no se ha encontrado un incremento en la cantidad de la IF, que se
desprende al sobrenadante (Dreyfus y cols., 1979 ). Estos resultados implican que la IF; no
se desprende de la enzima en respuesta al Apn., sino que éste induce un cambio
conformacional que provoca una mayor exposicién de los grupos antigénicos de la IF,
endogena. Independientemente de si la IF; se desprende o se reacomoda dentro de la
enzima, el hecho es que para permitir la rotacion del cuello central y los cambios
conformacionales de las interfases cataliticas (a/B) en respuesta al Aun. durante la sintesis
de ATP, la IF; debe cambiar su acomodo dentro de la enzima a una posicion que no
interfiera con estos cambios conformacionales esenciales para el funcionamiento de la
enzima. Para comenzar a entender el mecanismo por el cual la IF, endégena deja de inhibir
la sintesis de ATP en respuesta al Ayy., en esta tesis se realizaron experimentos de
activacién de la FyFp-ATPasa de PSM energizadas con succinato o NADH. Posteriormente
se correlaciond la activacién de la enzima con la inmunodeteccidn y protedlisis limitada de la
IF, endégena para determinar el grado de exposicién de la IF, completa, o de sus segmentos
sensibles a protedlisis limitada. Los resultados de estos experimentos permitiran determinar
no soélo si la IF, se desprende 0 no en respuesta al Ay, sino ademas ayudaran a definir los
posibles segmentos de la IF; que se exponen al medio acuoso, de aquellos que se
mantienen ocultos por permanecer unidos a la F,F,-ATP sintasa. Esto sera la pauta para
estudiar cdmo se mueve la IF, dentro de la enzima en respuesta al Auy., para pemitir la
sintesis del ATP por el mecanismo rc_Jtacional de la ATP sintasa.
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HIPOTESIS

Si la proteina inhibidora de la F4F,-ATP sintasa mitocondrial forma parte constitutiva
de la enzima, y funciona como un inhibidor fisiologico para la hidrélisis de ATP entonces en
respuesta al gradiente electroquimico de protones ésta debe de permanecer unida a la

enzima en un sitio no inhibitorio dentro de la misma para permitir la sintesis de ATP.

OBJETIVO GENERAL
Determinar si el establecimiento del Au,, en PSM induce o no el desprendimiento de la IF,
de la ATP sintasa y su liberacion al medio.
OBJETIVO PARTICULAR

1.- Determinar el curso temporal de la activacion de la F,F,l-ATPasa inducida por succinato
y/o NADH en PSM de corazén de bovino.

2.- Correlacionar el curso temporal de la activacion de la ATPasa con la formacion del Ap,,,
en PSM.

3- Realizar ensayos de protedlisis limitada de la IFy, endégena en presencia y ausencia del
Ay, para determinar si éste induce la liberacion o exposicion de la IF, a proteasas

exogenas.

4 .- Realizar ensayos de solubilizacion de la FiF,l-ATP-sinlasa nativa, en presencia o
ausencia de Auy, para cuantificar la IF, unida a la enzima, por medio de 2D de Geles

Azules Nativos transferidos a membrana de PVDF y revelados por inmunodeteccion
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3.- MATERIALES Y METODOS.

3.1 Obtencién de mitocondrias de corazén de bovino. [Beltrén y cols. Manual para el

estudio de membranas biolégicas. IFC, UNAM, 15-19]

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

en cubos de 2 a4 cm por cada lado. Se muele la came en un molino de came.

Generalmente se obtiene de 400 a 600 g de came de un corazén de tamafio regular.

Se adicionan 4 litros de amortiguador A por cada Kg de came molida y se ajustaelpHa 7.4
con Tris saturado (generalmente se requieren de 10 a 15 mi de Tris saturado por cada 2 Kg
de came). Se licua durante 90 segundos y se ajusta nuevamente el pH a 7.4 con Tns
saturado. Se coloca el licuado en botellas de centrifuga de 250 o 500 mi de capacidad y se
centrifuga a 1100 x g durante 10 minutos a 4 °C para sedimentar los restos del tejido y
células no rotas y dejar en el sobrenadante (SN) a las mitocondrias. EI SN se decanta a
través de una gasa cuadruple colocada en un vaso de 5 litros. El precipitado se desecha. El
sobrenadante se centrifuga a 16000 x g durante 10 minutos a 4°C. El precipitado obtenido
son las mitocondnias, las cuales se resuspenden por homogeneizacion manual en bario de
hielo con un “potter” en un volumen minimo del amortiguador B. Una vez homogeneizadas,
las mitocondrias se llevan a 500 mi del mismo buffer B por cada Kg de came molida. Se
recentrifuga la suspensién a 600 x g a 4°C utilizando el rotor GSA. Se descarta el precipitado
blanco rojizo que contiene miosina y eritrocitos, tratando de recuperar suavemente el
maximo de mitocondrias adheridas al botén blanco. El sobrenadante se recentrifuga a 16
000 x g por 15 minutos a 4°C. Se descarta el sobrenadante.

Nota: El precipitado son las mitocondrias que se resuspenden con un pincel en el minimo
volumen posible (2 a § ml por botella) de sacarosa 250 mM para homogeneizar como se
explico anteriormente. Estas mitocondrias se pueden usar inmediatamente o almacenar en

alicuotas a —70 °C. Si las mitocondrias se van a almacenar es recomendable que estén muy



concentradas (50 a 70 mg/ml). En estas condiciones las mitocondrias pueden permanecer
almacenadas por lo menos 6 meses sin perder sus propiedades. Una pequerfia alicuota (10-
50 pl de las mitocondrias se separa para determinar la cantidad de proteina por el método de

Lowry después de diluirlas aproximadamente 1:10 en agua o buffer de sacarosa.

Precauciones: El procedimiento mecanico para obtener mitocondrias de tejido debe ser tan
suave como sea posible para preservar la integridad de la mitocondria y su grado de
acoplamiento.

3.2 Obtencion de particulas submitocondriales Mg-ATP (SMP-MgATP). [Beitran y cols.
Manual para el estudio de membranas biolégicas. IFC, UNAM, 15-19]

Las mitocondrias preparadas como se indica en la seccién 3.1, se resuspenden a 20
mg/mt en Medio |. Su pH se ajusta a un intervalo de 6.9 a 7.1 con KOH, después, en lotes
de 15 mi, tas mitocondrias se sonican de 5 a 7 veces durante 15 segundos, separados por
descansos de 45 segundos para evitar que se caliente demasiado la muestra (todo esto en
bafio fri6 de hielo con agua). Justo antes de sonicar, se agrega el Mg-ATP como indica el
Medio I.

Después de sonicar se sedimentan las mitocondrias no rotas a 12 000 r.p.m. por 15 minutos
a 4 °C. Se guarda el sobrenadante (SN,), mientras que los paquetes se resuspenden en
Medio | a la mitad del volumen original. Se ajusta el pH de la resuspension con KOH a un
intervalo de 6.9 a 7.1 y se sonican como anteriormente se explicd. Posteriormente se
centrifugan a 12000 r.p.m. a 4 °C por 15 minutos y se recupera el sobrenadante (SN,).

Se juntaron el SN, y el SN; conteniendo a las PSM y ambos se centrifugan a 45 000 r.p.m.
por 45 minutos a 4 °C. El paquete obtenido de esta centrifugacién se lava con un volumen
equivalente de sacarosa 250 mM. Se centrifuga a 45 000 r.p.m. por 45 minutos a 4 °C . El
paquete se resuspende a 10 mg/ml en Sacarosa 250 mM, MES/tris pH 7.5 y se centrifuga a
45 000 r.p.m. 30 minutos, tras lo cual se guarda el paquete de particulas submitocondriales
Mg-ATP (Mg-ATP SMP) a -75 °C.
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3.3 Medicién de ApH. [Birte y cols. The Journal of Biological Chemistry. 274:28351-
28355 (1999)].

Se adiciona el fluoréforo ACMA en buffer para medir ApH a una concentracién final de 5 pM,
en una celda con agitacién y oxigenacion constante. La sefial de fluorescencia se obtiene
trabajando a una Aexciiacisn 415 NM ¥y Aemisvn 480 Nm, una vez estabilizada la sefal se
adicionan PSM a una concentracion final de 1 mg/ml, para iniciar la generacién del gradiente
de protones se adiciona al medio 10 mM de succinato. Al término del gradiente se agrega
nigericina.

3.4 Determinacion espectrofotométrica de actividad ATPasa. [Beltran y cols. Manual
para el estudio de membranas biolégicas. IFC, UNAM, 15-19]

La determinacion consiste en incubar a la enzima soluble o membranal en presencia del
sustrato y de un sistema regenerador de ATP (fosfoenolpiruvato y piruvato cinasa), de
NADH y deshidrogenasa lactica que convierten el piruvato (producto del sistema
regenerador) en lactato. Lo que se mide es la desaparicién de NADH por absorcién a 340

nm.
SMP Fosfoenaolpiruvato
< ATP ———>ADP+P, :
Y
Piruvato
NADH
LD
NAD* &
Lactato
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Una vez preparada la mezcla de reaccién para medir la actividad, se incuba la celda durante
2-3 minutos para descartar la oxidacion de NADH debida a la contaminaciéon de ADP en la
solucion de ATP. Se inicia la reaccion adicionando 1-24 pl de muestra de ATPasa (1-5 g de
proteina si es F, soluble y 10-50 ug si son SMP y registrar la D.O. a 340 nm)

Calculo de la actividad:

Vol. dereaccion(mL)  * D.O.ﬂ

Actividad hidrolitica = L ___min
(zamol * min™ mg’ mg de proteina * ¢ NADH

3.5 Medicién de hidrélisis de ATP en SMP Mg-ATP, por activacion con succinato y
NADH.

Se diluyen las SMP a 1mg/m! en un volumen de 500 pl con medio Sacarosa 20 mM-Tris 20
mM, se mantiene en agitacion constante a 37 °C y oxigenadas, se toma una alicuota de 10 pl
y se le determina actividad de ATPasa contando como tiempo cero esta medicion, para
iniciar la activacion se adiciona succinato 10 mM y se toman alicuotas de 10 pl a diferentes
tiempos (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 y 10 minutos), se diluyen en el medio que contiene la
mezcla de reaccion para medir actividad de ATPasa a 37 °C (este medio contiene el
sustrato para la ATPasa asi como sustratos para las enzimas acoplantes) en una celda de
espectrofotometro . La actividad se determina siguiendo la desaparicién del NADH a 340
nm.

Para el caso de la energizacion de las PSM con NADH, el protocolo es exactamente el
mismo, excepto due esta vez en lugar de adicionar el succinato se adiciona 20U de ADH
(alcohol deshidrogenasa), 1% de etanol y la energizacion de las PSM comienza con la
adicion de 0.6 mM de NAD'.
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3.6.- Protedlisis limitada a tiempos cortos, en SMP Mg-ATP activadas con succinato y
NADH

Se diluyen PSM Mg-ATP en un volumen de 100 pi a una concentracion final de 1 mg/ml en
medio de Sacarosa 200 mM-Tris 20 mM, se mantienen aereadas y agitadas a temperatura

ambiente, empieza la protedlisis se inicia adicionando a la tripsina a una concentracién

relativa de 1.2 ug /100pg de proteina total (PSM). Posteriormente se toman alicuotas de 12
pl a diferentes tiempos para detener la protedlisis adicionando 5mM de PMSF.

Stock de tripsina  0.77 mg/mi
Stock de PMSF 100mM
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RESULTADOS.

E! modelo con el que se decidié trabajar son particulas submitocondriales de corazén de
bovino, ya que son vesiculas invertidas en las cuales se tienen expuesta al medio la
porcién Fy, que es la parte catalitica de la ATP sintasa mitocondrial.

Se midié el curso temporal de hidrélisis de ATP, utilizando dos sustratos diferentes para
inducir la formacién del gradiente electroquimico de protones: succinato y NADH. El ensayo
se realiz6 a dos valores de pH: 7.4 que es el mas cercano al pH fisiolégico ensayado con
este sistema, y pH de 8.0 en donde ya se a reportado que a valores mas alcalinos se obtiene
una mayor actividad de ATPasa, y como control se realiz6 el mismo ensayo de activacién
de hidrolisis de ATP (descrito en métodos) en presencia de un desacoplante FCCP (
carbonil cianida p-trifluoruro-metoxifenil hidrazona) el cual tiene como funcién abatir el Apps.
La finalidad de este ensayo es encontrar el tiempo en el cual se obtiene la mayor actividad
de hidrélisis de ATP y a que pH se lleva a cabo, ademas de evidenciar que la activacién se

efectua por influencia de un aumento en el Auy..

Activacidn de hidrélisis de ATP con suocinato 10 mM.

pmal ATPmgfman
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Fig. 1 Curso temporal de hidrélisis de ATP por incremento del gradiente electroquimico

de protones {Apy.). Para conocer detalles del experimento ver métodos.



El grafico de la fig. 1 muestra que al aumentar el tiempo de exposicién al gradiente de
protones aumenta la actividad hidrolitica de ATP, hasta llegar a un maximo de actividad
aproximadamente a los 8-10 minutos; para ambos valores de pH ensayados se consigue al
menos el doble de actividad con respecto al control, y es de mayor magnitud a pH de 8 que a
pH de 7.4. El control no tiene una activacion significativa debido a la presencia del

desacoplante.

Activacion de hidrolisis de ATPcon NAD'(0.6 m M) ADH (20 U) EtOH (1%)
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Fig. 2 Curso temporal de hidrdlisis de ATP por incremento del gradiente electroquimico
de protones (App.). Ver métodos.

De la misma forma se determiné la actividad de hidrélisis de ATP, utilizando otro sustrato
para la creacion del gradiente de protones que activa desde el complejo | de la cadena
respiratoria, prediciendo asl que se creara un mayor Apy. Y por lo tanto una mayor actividad
hidrolitica, los resultados que se obtuvieron se encuentran resumidos en el grafico de la
figura 2, donde podemos apreciar que, como en los resultados anteriores el ensayo control
que contiene el desacoplante FCCP (4uM) no registré un aumento significativo en la
actividad hidrolitica de ATP. Se consiguieron valores de actividad hidrolitica de ATP mas
altos a pH de 8.0 que a pH de 7.4, sin embargo para ambos casos se consiguié al menos el
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doble de activacion con respecto al control. Los valores mas altos de actividad se
registraron entre 8 y 10 minutos.

Una vez identificado el tiempo en el cual se conseguia el maximo de actividad de

ATPasa lo que prosigue es correlacionar esta activacion con la formacion y la

duracion del Apy. , para ello se midié cualitativamente el ApH en las PSM, utilizando ACMA
(9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina) como fluoréforo y trabajando a una Agtacien 415 NM
Aemision 480 Nnm. Dado que no hay una diferencia muy notoria entre las activaciones utilizando
los dos sustratos se eligié succinato 10 mM para generar el gradiente de protones trabajando
a un pH de 7.4, por ser mas sencillo el procedimiento. Los trazos que se consiguieron se

muestran en la figura 3.

Fluorescencia
(Intensldad relativa)
o
®
|

0.6 T T T T T 1
[+] 200 400 600 800 1000
Tiempo (min)

Figura 3. Formacién del Apy. impulsado por fa oxid...0n de succinato y monitoreado por el apagamiento d
la fluorescencia del ACMA. Después de la estabilizacion de la sefial del ACMA, se inicié la formacion di
gradiente con succinato 10 mM donde se indica con una flecha. ( Ver métodos).

La sefial observada comresponde a la intensidad de fluorescencia del ACMA, como se indica
en el protocolo, al estabilizarse esta sefial en el medio que contiene las PSM se procede a
agregar el succinato para iniciar la formacién del gradiente de protones, inmediatamente
después existe un apagamiento de la fluorescencia, lo cual indica la formacién del gradiente
de protones impulsado por la oxidacion del succinato.

El tiempo que tarda en estabilizarse el gradiente es de aproximadamente 3 minutos, y su
duracion es de 13-14 minutos lo cual correlaciona muy bien con el tiempo en el cual se
obtiene la maxima activacion (comparar con Figs. 1 y 2). El amortiguador que se utiliza para

este protocolo contiene 100 mM de K*, por efecto de una alta concentracion de sal como el
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K*, podria sugerirse que el aumento en la actividad de hidrélisis de ATP es debido al
desplazamiento de la proteina inhibidora (IF,) de su sitio de inhibicién, por lo tanto se intentd
minimizar la concentracién de este cation en el medio para realizar la medicion en estas
condiciones, y asi disminuir la contribucién del KCl en la activacion de la enzima en
respuesta a la liberacion de su proteina inhibidora. Los trazos que se obtuvieron se muestran
en la figura 4 con la mitad de concentracién original de KCI (50 mM) se mantiene el gradiente
por 4 minutos, y conforme aumenta la concentracion de la sal, aumenta la duracion del Apy,.
En todos los casos el tiempo en que tarda en establecerse el gradiente es el mismo, lo que
cambia es su duracion. La osmolaridad se mantuvo constante variando las concentraciones
de sacarosa. Se determiné que la minima cantidad a utilizarse es de 80 mM de K’
obteniendo un promedio de 11 minutos en la duracién del gradiente.

Fig. 4.
FORMACION DE ApH+ IMPULSADO POR SUCCINATO EN PRESENCIA DE DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE KCL.
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Dados estos resultados, se volvio.a medir el curso temporal de hidrélisis de ATP, generando
el gradiente de protones con succinato a un pH de 7.4 y en presencia de 80 mM de K'. Lo
que se encontrd es que los valores de las actividades desde un comienzo eran mas
elevados, sin embargo se sigue el mismo patrén ya encontrado, es decir al aumentar el
tiempo de exposicion al gradiente de protones aumenta la actividad hidrolitica de ATP, hasta
llegar a un méximo de actividad a los 8-10 minutos; para ambos valores de pH ensayados
se consigue al menos el doble de actividad con respecto al control, y es de mayor magnitud
a pH de 8 que a pH de 7.4. El control no tiene una activacion significativa debido a la
presencia del desacoplante. (Resultados no mostrados).

Ensayos de protedlisis llmitada con tripsina.

Los resultados anteriores indican que el Apy. se establece rapidamente, durante los primeros
1-2 minutos en las condiciones usadas para todos los experimentos. Una vez formado, este
Ay, es estable durante al menos 10 minutos, tiempo maximo en el que se siguid
monitoreando la actividad de ATPasa. Si la proteina inhibidora se esta desprendiendo de la
F; de la enzima, se esperaria que se volviese mas accesible al medio y por lo tanto a
proteasas afiadidas de manera controlada. De manera contraria, si la IF; no se desprende de
la enzima en respuesta al Ayy,, entonces no se esperarian cambios en el curso temporal de
la protedlisis limitada de la IF, endégena.

Para evaluar esta hipotesis, se llevaron a cabo los siguientes experimentos de

protedlisis limitada de la IF1 en PSM-Mg-ATP.

Figura 5. Protedlisis limitada del IF1 endégeno en PSM, en presencia y
ausencia de un ApH+. Ver métodos.
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Los ensayos de protedlisis limitada con tripsina ( 1.2 pg tripsina/ug proteina) se realizaron a
tiempos cortos de 0-2 minutos, utilizando como inhibidor de proteasas PMSF (5 mM).
Posterior al ensayo de protedlisis, las muestras se corrieron en un gel desnaturalizarte tipo
Von-Jagow lineal al 16 % y se transfirieron a una membrana de PVDF para revelarlas por
inmunodeteccién con anticuerpos monoclonales anti-IFy . En la figura 5 el carril 1
corresponde a uno de los controles, el cual corresponde a IF, recombinante y purificada de
bovino, del carrl 2-4 corresponde al perfil de protedlisis de la IFy bovina recombinante y
purificada, en donde podemos observar que a partir de 0.5 minutos no se observa nada de
proteina. En el carril 5 se encuentra el estandar de peso molecular, carnl 6, corresponde al
control de IF, endégena purificada de PSM-MgATP de corazén de bovino, carriles del 7-9,
perfil de protedlisis de |IF, endégeno en PSM-MgATP. Se puede observar que tanto la forma
dimérica como la monomérica de esta protefna disminuyen conforme aumenta el tiempo de
tripsindlisis. Carriles 10 control de IF; enddgeno purificado de PSM-MgATP, carriles 11y 12,
perfil de protedlisis de IF1 endégeno expuesto 10 minutos al gradiente de protones y
después proteolizado. Se puede observar que existe una mayor proteccién a la digestion de
la proteasa en la forma dimérica en comparacion con la forma monomérica de la IF,, esta
Gltima es mas susceptible a ser degradada. Si se comparan los dos patrones de protedlisis
de IF, endobgeno con y sin exposicion previa al gradiente de protones, podemos encontrar
que cuando hay presencia de gradiente hay una proteccion contra la tripsinizacion de la IF;.
En la siguiente figura (fig. 6) se estudio el efecto de un desacoplante (FCCP 4puM), en la
tripsindlisis limitada de la IF; endbgena en PSM-MgATP cuya respiracion se ha estimulado
con succinato.

PSM + Tripales P + FOCP + Sueciaate -+ Tripdaa PAM + Ssocinste + Tripsiea
St 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
KDa
a1 wi—
2540 2508 3B M aue

1?“‘"_“ — fec
s~ m‘qga e

£ 113&'9

Fig. 6 Protedlisis limitada del IF1 endbgeno en PSM, en presencia y ausencia de un Ay, inducido por
succinato. La banda de arriba de peso aproximado a 20 KDa corresponde a la forma dimérica de la IF,
y la banda de 10 KDa a la forma monomeérica. Ver métodos.
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En la figura 6, los carriles del 2-4 representan el patrén de proteodlisis de IF, endégeno,
utilizando un control (carrit 1) donde no se afadio tripsina; carril 5 y 10 estandares de peso
molecular, carril 6 control IF, , en presencia de FCCP (4uM) y expuesto al gradiente de
protones por 10 minutos, camiles del 6-9 perfil de protedlisis de IF, , en presencia de FCCP
(4uM) y expuesto al gradiente de protones por 10 minutos y después digerido con tripsina ;
carril 11 control IF, expuesto al gradiente de protones, carriles del 12-14, patrén de
protedlisis de IF, endégeno expuesto al gradiente de protones por diez minutos y después
digerido con tripsina. De nuevo se observa que la forma dimérica de la IF, es mucho menos
susceptible a los cortes de la tripsina en comparacion con la forma monomérica. Se observa
una proteccion muy pronunciada hacia los cortes por tripsina en la IF, que a sido expuesta
previamente al gradiente de protones en comparacion con las PSM que no fueron
energizadas con succinato. En las muestras que contuvieron FCCP previo al succinato, se
observé una velocidad de protedlisis intermedia a las velocidades observadas con y sin

energizacién con succinato .

Se calcularon las densitometrias de cada banda representante del IF; dimérico y
monomérico a los diferentes tiempos de protedlisis, y con varias repeticiones de este
experimento (n=4) se realizaron promedios sobre las densitometrias. Para poder registrar la
disminucién del IF, que corresponde a la parte proteolizada, se tomo como un 100 % a la
cantidad de IF, presente en los controles , los cuales no se encuentran expuestos a la
proteasa. Con estos datos se pudo relacionar el tiempo de protedlisis con la intensidad
relativa de cada banda, produciendo la siguiente grafica en la figura 7.
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Fig:7 Curso temporal de ia tripsinolisis limitada de la IF, endégena

en PSM-Mg-ATP +/- Apy.
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La linea negra representa la degradacion del IF,; endogeno, donde podemos apreciar que al
minuto 2 se a degradado en un 70 %, la linea azul comesponde a la IF; endégena en
"particulas energizadas durante 10 minutos en presencia de un desacoplante, en este caso el
porcentaje de inhibidor proteolizado es de un 50 % al minuto 2, y por ultimo ia linea verde
representa la IF, endégena en particulas energizadas durante 10 minutos y posteriormente
proteoiizado, en donde al segundo minuto se a degradado solo un 40 %. Con estos
resultados podemos aseverar que el IF, es menos susceplible a ser degradado por a
tripsina cuando las PSM son expuestas al Apiy..

Asi mismo, también se comprobd que al prevenir la formacion del Apyy. con el desacoplante,
se aumento6 la velocidad de tripsinizacion de la IF1 a una velocidad mayor que en presencia
del Apy.. aunque menor a la que se observo en las PSM.
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Fig. 8

Cuantificacién de IF, libre en el sobrenadante en PSM
st 1 2 3 4

o Safon, 0.36
| D006

IF )/ ¢y 0.7
o D03

aa= Subunidad alfa detectada en PSM activadas con gradiente de protones.cna= Subunidad aifa en PSM no
activadas con gradiente de protones

axJana=Relacion entre la cantidad de subunidad alfa en PSM activadas en comparacion con a cantidad de
subunidad alfa en PSM no activadas.

IFya= Proteina inhibidora detectada en PSM activadas

IF,ua=Protelna inhibidora detectada en PSM no activadas con gradiente de protones

IF,a/IFy4a= Relacion entre la cantidad de IF; en PSM activadas en comparacién con a cantidad de IF, en PSM
no activadas.

PSM expuestas y no expuestas a un Apy.. Para ello se utilizaron PSM-MgATP a una
concentracién de 1 mg/ml en un volumen final de 500 pi, se generd un Ayy. por oxidacion de
10 mM de succinato durante 10 minutos, y posteriormente se centrifugd a 45 000 RPM por 1
h. Posteriormente se tomaron alicuotas del sobrenadante, para cargarlas en un gel de
electroforesis desnaturalizante de Von Jagow, lineal al 16 %. Posteriormente se transfirieron
a una membrana de PVDF 2h, 100 mA y se revelaron por inmunodeteccién con anticuerpos
anti-a y anti-IF1 . En la figura 8 las bandas de 80 KDa representan a la subunidad « de la
porcion Fy , la banda de 20 KDa es el dimero de la proteina inhibidora y la de 10 kDa es el
monbdmero de la IF,. El carril uno representa a los estandares de peso molecular, carriles del
2-3 contienen un total de 30 pl del sobrenadante, donde el carril 2 son PSM no activadas
con gradiente de protones y el carril 3 PSM activadas con gradiente de protones . En los
carriles del 4-5 se cargd el doble de la cantidad de sobrenadante anterior (60 pl) esto es con
la finalidad de tener mas probabilidades de detectar la sefial de ambas subunidades tanto de
a como de la IF,, carril 4 y 6 son PSM activadas y no activadas con gradiente de protones
respectivamente.
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Para mostrar evidencia directa que la IF, se queda unida dentro de la ATP sintasa se
procedi6 a solubilizar a la enzima con un detergente que extrae al complejo F4F, completo y
funcional de la membrana interna mitocondrial, en condiciones donde mantiene unido a su
inhibidor endégeno (Aggeler y cols, 2000). Para elio, se solubilizaron PSM expuestas al
gradiente de protones utilizando una relacion Lauril Maltdsido/proteina de 2.5g/g. Las
proteinas solubilizadas se corrieron en un gel Azul Nativo donde se separan los cinco
complejos respiratorios y este gel se somete a una segunda dimension desnaturalizante,
obteniendo el patron de bandeo correspondiente a las subunidades del complejo V (ATP
sintasa). Este gel se transfiere a una membrana de PVDF y se revela por inmunodeteccion
con anticuerpos anti- y anti-IF,, para observar si se conserva la misma relaciéon entre la
subunidad ey la IF; en PSM que no se exponen al gradiente de protones en comparacion
con PSM expuestas al mismo.

Fig. 10

A- PSM solubilizadas con lauril maltésido 2.5g LM/g proteina y corridas en un gel nativo,
posteriormente se corrié una 2D en un gel desnaturalizante SDS reveladas por inmunodeteccién con
anticuerpos anti-o y anti- IF1.

B- PSM activadas con succinato 10 mM, solubilizadas con laurll maltésido 2.5g LM/g proteina y
cortidas en un gel nativo, posteriormente se corrié una 2D en un gel desnaturalizante SDS reveladas
por inmunodeteccion con anticuerpos anti-« y anti- IF1.

a/lF,= Valor obtenido del cociente del valor densitométrico correspondiente a la banda de la
subunidad alfa y el valor densitométrico de la proteina inhibidora en el Westem-blot.
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La imagen de la izquierda en la figura 10, es un control que contiene solo PSM y la imagen
de la derecha son PSM expuestas al gradiente de protones. La banda de peso aproximado a
80 KDa corresponde a la sefal de la subunidad o de F, la banda de 20 y 10 KDa son IF,
dimerica y monomérica respectivamente. Podemos ver si analizamos la relacion «/IF; de
cada experimento que esta no cambia, por lo tanto se puede enfatizar que la cantidad de IF,
que se encuentra unida a la enzima no tiene un cambio significativo cuando aumenta el

gradiente de protones.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La enzima fue activada mediante la generacion del gradiente de protones inducido
por NADH vy succinato, sustratos del complejo 1 y Ili de la cadena respiratoria
respectivamente; como era de esperarse la magnitud de activacién con NADH resultd ser un
poco mayor con respécto a la activacion con succinato, esto es debido a que se esta
creando un mayor bombeo de protones conducido por los complejos |, lll y IV a diferencia
de la activaciéon con succinato donde solo se encuentran bombeando protones complejos |l
y IV. El pH también influye en la activacion de la enzima, dado que la unién de la IF; a la
enzima es dependiente de este pardmetro. El estado oligomérico de la IF, ha sido estudiado
a varios valores de pH por equilibrios de sedimentacion y ultracentrifugacion analitica,
mediante estas técnicas confirmaron que la IF, forma tetrameros inactivos a pH de 8
(Cabezén y cols., 2000), es decir en esta conformacion la proteina es incapaz de inhibir la
hidrélisis de ATP. A pesar de que estos estudios se realizaron con IF, purificada, podria
pensarse que la IF, endbgena en el modelo utilizado (PSM) en esta tesis tiene un
comportamiento similar y de esta forma se puede explicar que a pH de 8 se obtienen valores
de actividad hidrolitica mayores que a pH de 7.4. Por otro lado se puede resaltar que el
aumento en la actividad hidrolitica de ATP es debido al aumento del Apy. dado que se tiene
un control negativo en presencia de un desacoplante CCCP (4 uM) que abate este gradiente,
el cual no mostré el incremento en la actividad de ATPasa. Para ambos casos el tiempo que
registrd la duracion del gradiente es muy similar 8-10 min., lo cual indica que en este modelo
“in vitro” las condiciones de pH y el sustrato con el que se active el gradiente utilizadas en
este experimento, no influyen en la duracién del mismo.

Una vez identificado el tiempo en el cual se conseguia el maximo de actividad de
ATPasa, lo que prosigue es correlacionar y validar esta activacion con la formacion y la
duracién del Apy. inducido por succinato, En los trazos obtenidos por la técnica de medicion

“de -ApH se agrega previamente el fluoréforo ACMA y las PSM para que el sistema se
equilibre, una vez que la fluorescencia del ACMA se estabiliza, se agrega al medio ) el
sustrato oxidable (succinato 10 mM) que activa el gradiente de protones se produce un
apagamiento de la fluorescencia debida a la acumulacion del fluoréforo en el interior de las
vesiculas invertidas. Esta internalizacion del fluoréforo es efecto de la generacion del

gradiente de protones, al inicio la caida de la sefal de fluorescencia es brusca y después de
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3 minutos la sefial se estabiliza, lo que indica equilibrio estable entre el ACMA que entra y
el ACMA que sale. En un promedio de 10-11 minutos la sefal vuelve a elevarse a los niveles
basales antes de agregar el succinato, lo que indica que el gradiente de protones a
concluido, esto podria ser debido a que este sistema utilizado ya no es estable y
probablemente las particulas sean en este momento demasiado permeables, como para
seguir sosteniendo el gradiente de protones. Esto ocurre generalmente cuando el sustrato
oxidable o el oxigeno se vuelven limitantes. Cabe recalcar que se observd que la duracion
del gradiente es de 10 minutos lo que nos ayuda a validar que en este tiempo se obtenga la

maxima actividad de ATPasa.

Esta caracterizado que la ATPasa puede ser activada por incremento del gradiente
de protones y también existe la activaciébn por aita concentracién de sal como 150 mM de
K", combinado con pH alcalino y temperatura del 40° C. En estas Ultimas condiciones
provocan el desprendimiento de la proteina inhibidora de su sitio inhibitorio para la hidrélisis
de ATP. Dado que el método del ACMA de deteccion del ApH utiliza un medio el cual
contiene 150 mM de KCI, los experimentos de apagamiento de fluorescencia del ACMA se
repitieron hasta encontrar las condiciones en las cuales pueda observarse la misma duracién
del gradiente durante 10 minutos pero utilizando la minima concentracién de sal ( K’). De
esta manera se podria evaluar la activacion de la ATPasa por gradiente de protones,
separandola de la activacion por sal. Los resultados obtenidos nos condujeron a utilizar
como minima concentracién 80 mM de K', obteniendo un promedio de 11 minutos en la

duraci6n del gradiente.

Como la concentracién de sal todavia era un poco elevada (80 mM) se prosiguié a
monitorear el curso de actividad de hidrélisis del ATP en presencia de 80 mM de K*, para ver
su comportamiento. Lo que se obtuvo fue un patrén muy similar a las activaciones antes
citadas, con la diferencia de que los valores basales de actividad estaban por arriba de los
normales y se alcanzaba un aumento en la activacion de hidrélisis de ATP de hasta tres
veces con respecto al control. Lo gque debe de estar pasando en este experimento, es que,
ahora la actividad no es solo influenciada por el aumento del gradiente de protones, sino que
también se le suma la activacion por efecto de la sal. Sin embargo lo mas sobresaliente es
que el control en el cual se agrega un desacoplante que abate el gradiente de protones, no
tiene una activacion significativa, por lo tanto se puede concluir que el aumento en la
actividad de hidrolisis de ATP es debido al gradiente de protones.
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Una vez establecido el Apn. en las PSM ocurte el proceso de activacion de la FyFo-ATPasa
de manera relativamente lenta ya que es hasta el minuto 10 donde se alcanza la maxima
actividad de ATPasa Esta activacion debe de involucrar cambios en la conformacién de la
IF, unida a la enzima completa dentro de las PSM que producen el incremento en la
actividad de ATPasa. Es por ello que se decidi6 utilizar algunas proteasas exogenas para

explorar si estos cambios estan asociados al desprendimiento de la IF, de la enzima.

En los experimentos de protedlisis limitada se pretende observar la degradacién progresiva
de la proteina inhibidora a diferentes tiempos de exposicién de las PSM al gradiente de
protones, mediante la deteccion por medio de Westem-blot utilizando un anticuerpo
monoclonatl anti-IF,. Como control positivo de esta protedlisis se utiliz6 a la IF; bovina
recombinante y purificada, la cual se disocia faciimente el geles desnaturalizantes y por lo
tanto practicamente da una sola sefial en el Western-blot correspondiente al monémero de
esta proteina. Después de agregar Ja tnpsina, al medio minuto ya no se observa sefial de la
proteina inhibidora lo que me esta diciendo que esta ha sido proteolizada totalmente, o al
menos que la esta degradando de tal manera que el anticuerpo ya no tiene sitio de
reconocimiento en ella. Ahora a diferencia del experimento anterior lo que sigue es agregar
la proteasa a las PSM , manteniendo un control en donde no hay presencia de tripsina, lo
que podemos observar en el Western-blot es solo la sefial de la proteina inhibidora en sus
dos conformaciones de dimero y de monémero Dado que se esta utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-IF, se puede asegurar completamente que las bandas que se observan
corresponden Unicamente a la IF1; el control en este experimento me da la sefal tanto del
dimero como del monémero a 20 y 10 KDa respectivamente. Después de 0.5 minutos de
haber agregado la tripsina ya se observa una disminucién en la sefal del dimero y del
monémero, mas acentuada en el Gltimo por que los sitios de corte de la tripsina en esta
conformacion se pensaria que estdn mas accesibles, también se alcanzan a observar los
fragmentos proteolizados en los cuales debe de encontrarse el epitope del anticuerpo;
después del minuto de proteélisis la proteina inhibidora ya no se observa, por lo tanto puedo
decir que la tripsina tiene accesibles los sitios de corte en la IF; que se encuentra unida a la
enzima. El siguiente experimento es comparar como se comporta la proteélisis cuando
existe la generacion del gradiente de protones y lo que notamos es lo siguiente: en el

control (que son PSM expuestas durante 10 minutos al gradiente de protones) antes de

34



agregar la proteasa se observa la banda del dimero y del monémero, 0.5 y 1 minuto
después de agregar la tnipsina nos percatamos que la degradacion de la IF;, (mas
acentuada en la conformacion del dimero que del monémero) es menor en comparacion
cuando no hay gradiente de protones. Consecuentemente se puede pensar que debido a la
influencia del gradiente de protones esta proteina inhibidora se esta reacomodando de tal
manera que esconde los sitios donde corta la tripsina. El siguiente paso fue estudiar la
influencia del desacoplante el cual abate el Apw. generado por succinato, este experimento
es un control importante que ayuda a verificar si los efectos producidos por el succinato se
deben o no mayoritariamente a la energizacién de la membrana y lo que se encontré es que
cuando se previene la formacion del Apy. con el desacoplante , la IF, se expone mas que
cuando se forma este gradiente , y se degrada a una velocidad mayor que tiende a
parecerse al observado en PSM no energizadas ( sin succinato). Con este resultado se
apoya mas a la premisa que sugiere un reacomodo conformacional de ia {F, endégena, en
respuesta al Auw., de tal forma que se ocultan mas los sitios de corte por tripsina.

Observando la grafica que corresponde a los promedios de estos experimentos (Fig.
7) se puede confirmar la proteccion a la digestion por tripsina en el IF, que a sido expuesto
al Apy., ya que solo se digirié un 40 % de a IF; monomérica, en comparacién al que nunca
ha visto gradiente y que fue digerido un porcentaje mucho mayor de IF, (70 %). Asi mismo
también se comprob6 que al prevenir la formacién del Apy. con el desacoplante, se
aumenté la velocidad de tripsinizacién de la IF; a una velocidad mayor en presencia de
Apus, aunque menor a la que se observo en las PSM.

Por otro lado se pudo comprobar que ia IF, endégena en las PSM no es liberada al
medio acuoso en respuesta al Apy. en el experimento donde se estimo en el sobrenadante,
(por medio de densitometrias de Westemn-blot revelado con anticuerpos monoclonales anti-
IF, y anti-a) la relacién de una subunidad de la F1 como o con respecto a IF;. Se puede
apreciar que no se detecté un aumento significativo en la cantidad de o y la IF, en el
sobrenadante de PSM expuestas y no expuestas al Apu., es decir que la liberacion de la IF,
de la enzima no responde a un Apy., dado que los célculos densitométricos indican que
solo aumento un 18 % la cantidad de IF, en el sobrenadante. Esto indica que la mayoria de
la IF, endégena permanece asociada a as PSM después de incrementar la actividad de

FiFo-ATPasa por exposicién al Apw,. generado con succinato.
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Los resultados anteriores muestran que la IF; permanece asociada a las PSM, pero
no comprueban que la IF,; endégena permanece unida a la F,Fy-ATP sintasa. Es decir existe
la posibilidad de que parte de la IF, exista asociada a otras proteinas o a la membrana
interna mitocondnial. Para descartar esta posibilidad se expuso a las PSM por un tiempo de
10 minutos al gradiente de protones inducido por succinato, después de este tiempo aisl6 a
la enzima completa y se estudi6 la relacién que existe entre una subunidad de la F, como la
o y la proteina inhibidora dentro de la enzima (a/iF;), y se encontré que esta relacién no
cambia en comparacién con PSM no expuestas al gradiente de protones, por lo tanto la
mayoria de la IF, permanece unida a la ATP sintasa , en ausencia o en presencia de una
activacién previa generada con un Apu. generado por succinato. Se puede pensar que
cuando hay un gradiente de protones algo ocurre dentro de la enzima que la proteina
inhibidora responde a este estimulo y sufre cambios conformacionales que conilevan a su

reacomodo dentro de la misma enzima.
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CONCLUSIONES

1.- El gradiente de protones inducido por succinato o NADH induce un incremento de dos
veces en la actividad de F;F,-ATPasa en PSM. El maximo de activacion se obtiene

aproximadamente a los 8-10 min.

2.- El Aj. induce un cambio conformacional en la IF; enddgena de tal manera que se
protege de la protedlisis limitada con tripsina.

3.- La activacion de la F,F-ATPasa por el Ay, no se encuentra asociada a una liberacion
significativa de la IF1 al medio acuoso después de energizar a las PSM con succinato.

4. Se conserva la misma relacién a/lF, en ATP sintasa activada y no activada con succinato
después de solubilizarla con lauril maltésido y someterla a electroforesis en segunda

dimensién nativa y desnaturalizante.

5.- Todos estos resultados implican que la mayoria de la IF, endégena no se libera al medio
en respuesta al A, si no que permanece unida a la ATP sintasa en una orientacién que
oculta sus sitios de corte por tripsina. Por lo tanto la mayoria de la IF, no se desprende de la

enzima en respuesta al gradiente electroquimico de protones.
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APENDICE I. REACTIVOS

1.- Amortiguadores usados para el aislamiento de mitocondrias de corazén de bovino.

AmortiguadorA
| 250 mM

Sacaa
Tris 5mM
EDTA 15 mM

pH final 7.4, ajustando con HCI

“"Amortiguador B

Sasa 250 mM

Tris 5 mM
Sacarosa 250 mM

2.-Medio usado para la obtencién de PSM-MgATP
: Medio | :

Sarosa - 250 mM
ATP 6 mM
Acetato de Mg 6 mM

3.-Buffer para medir ApH

Buffer para medir ApH

Mg 15 mM
MOPS 10 mM
EGTA 0.1 mM

Sacarosa 40 mM

KCI 100 mM
ACMA 5uM

pH A
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4.-Mezcla de reaccién para medir la actividad de ATPasa.

| Para 3 mlde volumen  Concentraciones |

final finales

2‘ ml de mzcla basica
20 pl ATP 300 mM 3mM
17 pl de NADH 30 mM 0.17 mM
10 pl de PEP 300 mM 1mM
2-5 yl de PK 4 unidades
2-5 plrotenona  1mg/ml 0.33 mg/ml
1yl FCCP 1 mM 0.33 mM

5.-Mezcla Béasica:

 "Sacarosa . 250 mM .
Tris-acetato 50 mM
Acetato de Mg 3 mM
Acetato de K 30 mM
pH7.4
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6.-Reactivos empleados para la determinacién de proteina por el método de Lowry

Reactivos

A Na,COj; al 2% en NaOH 0.1 N

B Cu80,.5H,0 al 1 % tartrato Na-K al 2 % en NaOH 0.1 N

C 100 mide A + 2 ml de B (prepararlo diariamente)

D Reactivo de Folin diluido (regularmente se diluye 1:1 con agua). Prepararlo en
el momento de usarse

Solucién estandar de albimina de suero bovino: 1 mg/ml*.

*Curva estandar: 5-100 pg de BSA (la curva es lineal hasta 60 ug)

7.-Acrilamida usada para preparacion de geles de electroforesis desnaturalizante Von—Jagow.

Acrilamida 30 % (100ml)

Acrilamida 304g

Bis acrilamida 0.938g
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8.-Amortiguadores para geles de electroforesis desnaturalizante Von—Jagow.

Amortiguador para el gel (100ml)

Tris 36.34g

HCl 8.28g
SDS 03g

¥Amortiguador de pH inferior anodo (+) (1 L)

Tris/HCI 24.06 g
pH 8.93

"Amortiguador de pH superior catodo (-) (1L)
SRR e :
Tricina 17.93g
SDS g
pH 8.25

9.- Preparacion de soluciones para geles Von-Jagow a los porcentajes usados.

Gel 16 % Gel 4%
{separador) (concentrador)
Acrilamida 3.2ml 0.533 ml
Amortiguador 2.0ml 1ml
2.466 ml, H,O en lugar de
Glicerol 0.8 mi .
glicerol

Persulfato de amonio 10 % 30 i 30 pl
TEMED 3ul 3l
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10.- Mezcla de desnaturalizacién empleada.

Mezcla de Desnaturalizacion

H.0 3.0ml

Tris-HCI pH 6.8 1.0ml
Glicerol 1.6 ml

SDS 10% 1.6 ml
p-mercaptoetanol 0.8 ml

0.5 % Azul de bromofenol 0.4ml

11.-Preparacion de la solucion tefiidora usada

~ Azul de Coomassie (1L).

Coomasie Brillant Blue R-250 500 mg
Isopropanol 250 mi
Acido Acético Glacial 100 mi
H.0 650 mi

12.-Mezcla de acrilamida-bis acrilamida

AB mix ( mezcla de acrilamida- bisacrilamida)
48 g de acrilamida en 100 ml

1.5 g de bisacrilamida en 100 mi




13.- Amortiguadores empleados para la preparacion del gel de electroforesis nativo.

Amortiguador de pH del gel (4 °C)

Bis-Tris

150 mM

pH7.0

Tricina

"TAmortiguador de pH del catodo A(4°C)

50 mM
Bis.Tris HCI 15 mM
Serva Blue G 0.02 %
pH7.0
: Alv‘nuri'iguador de pH de anodo E;i_“C}- '
Bis-tris HCI 50 mM
pH 7.0

14.-Geles a diferentes porcentajes empleados

_ Amortiguador de muestra4% | . 6% .13 %
AB mix 0.5 ml 25ml 4.7 ml
Amortiguador del gel 2.0 ml 7ml 6.0ml
Glicerol - - 36g
PSA1% 50 pl 90 ul 60l
TEMED 6 pl 9ul epl
Volumen total 6 ml 21y 18 ml

15.-Preparacién del amortiguador usado para la transferencia

Amortiguador de transferencia CAPS (2 L)
4.4 gde CAPS
1800 ml de H,O
200 ml de Metanol
Ajustar el pHa 11 con NaOH 4 N
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