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ABRBVIATURAS

ADN = âcido desoxirribonucleico 
ADP = adenosîndifosfato 
AMP *= adenoslnmonofosfato 

ARN = âcido ribonucleico 

ATP = adenoslntrifosfato 
ATPasa = adenosîntrifosfatasa

c factor de acoplamiento de fosforilacidn (ATPasa) 
bacteriano 

CAP = cloranf enicol
CF^ = factor de acoplamiento de fosforilacidn de cloroplas 

tos
CL = cardiolipina 
DCCD= diciclohexilcarbodiimida 

DSS *= dodecilsulfato sddico 

DTT = ditiotreitol
EDTA= etilendiamina tetraacetato sddico

F^ = factor de acoplamiento de fosforilacidn de mitocon- 

drias
OSCP= protefna que confiere sensibilidad a oligomicina 
PAGE= electroforesis en gel de poliacrilamida



PC *= fosfatidilcolina
PE *= fosfatidiletanolamina
PC s= fosfatidilglicerol
Pĵ  = fosfato inorgânico, PO^H~
Trl8= trishidroximetilaminometano



INDICE Pàe.

1. INTRODUCCION ....................................  1

1.1 Organizacidn de las membranas y biogénesis.... 1

1.1.1 Organizacidn de las proteînas y llpidos en
las membranas ..................    4

- Caracterlsticas de las proteînas de membrana.. 4
- Componentes lipîdicos. Pluidez y movilidad.... 7

1.1.2 Biogénesis de las membranas...........   8
- Integracidn de las proteînas hidrofdbicas y 

complejos enzimâtlcos........................  ®
- Sitios de integracidn de las membranas..........  12
- Integracidn de los lîpidos......................  15

1.2 Estudio de los factores de acoplamiento de la 
fosforilacidn (ATPasas).........................   17

1.2.1 Estructura. Métodos de solubilizacidn y puri 
ficacidn...................     1&

1.2.2 Propiedades moleculares: microscopîa elec- 
trdnica, peso molecular, subunidades, este- 
quiometrîa y composicidn quîmica...........  20

1.2.3 Propiedades catalîticas. Inhibidores..........  24
1.2.4 Papel de los fosfolîpidos en relacidn a los 

factores de acoplamiento...................   30



Pâg.

1.2.5 Reconstitucidn del complejo enzima-membrana. 34
1.2.6 Pijacidn de adenînnucleotidos.........   36

1.2.7 ATPasa de Micrococcus lysodeiktlcus........ 43

1,3 Bloslntesis de ATPasas en mitocondrias. cloro-
plastos y bacterias..........................  48

2, MATERIALES Y METODOS........................  58

2.1 Reactiyos....................................  58

2.2 Microorganismo...............................  58

2.3 Medios de cultive.,.,...........    59
2.3.1 Medio complejo (PWYE)......................  59
2.3.2 Medic definido de sales....................  59

2.4 Grecimiento......... . . . . . . . . . . . . . . . . .  80

2.5 Preparacidn de membranas y obtencidn del enzi-
ma crude  .......     81

2.6 Valoracidn de la actividad ATPasa............  83

2.7 Determinacidn de proteina  ......   85

2.8 Electroforesis en gel de poliacrilamida...... 85
2.8.1 PAGE analftica en condiciones nativas...... 85
2.8.2 PAGE analftica en condiciones de disociacidn 86

2.8o3 Reaccidn histoqufinica de la ATPasa......... 87



2.9 Purificacidn del enzlma soluble  .....  68

2.9.1 Cromatograffa en columna........    88

2.9.2 Electroforesis preparativa..........    89

2.10 Localizacidn de isdtopos en los geles.......  70

2.11 Extraccidn de nucleotidos.................  71
2.11.1 Praccionamiento inicial con âcido tricloroa 

cético............... ........ 71
2.11.2 Adsorcidn en carbdn active................  72

2.12 Identificacidn de nucleotidos...........   72

2.13 Cuantificacidn del ATP.........    73
2.13.1 Intercambio del ATP enddgeno de la ATPasa

por nucleotidos externes................   76

2.14 Extraccidn de Ifpidos... ................  77

2,15 Identificacidn de fosfolîpidos.........
2.15.1 Identificacidn especîfica del fosfatidilgli­

cerol........... ..........................

78

79

802.16 Reconstitucidn del comple.jo enzima-membrana..

3. RESUXTADOS  ...................   82

3.1 Caracterizacidn enzimdtica de la ATPasa soluble
de M. lysodelkticus.............     82



Pà£.

3.1.1 Efecto de la tripsina sobre la ATPasa solu­
ble..................................  83

2+3.1.2 Efecto del Ca sobre la ATPasa soluble. In- 
fluencia de la tripsina y/o calcio en los pa 
râmetros cinéticos del enzima........  86

3.1.3 Efecto de la diciclohexilcarbodiimida y ate- 
brina como posibles inhibidores de la ATPasa 
soluble de M. lysodeikticus..........  90

3.2 Reconstitucidn del comple.jo enzima-membrana... 94

3.3 Estudio de los componentes no neptldicos aso-
ciados a BFq de M. Ivsodeikticus. Deteccidn e 

identificacidn de adeninnucleotidos....... . 95

3.3.1 Aislamiento de la ATPasa de M. lysodeikticus 
crecida en ortofosfato  ..........  95

3.3.2 Identificacidn de los nucleotidos marcados

con ^^P asociados con BF^............... . 97

98
3.3.3 Determinacidn enzimâtica del ATP fuertemente 

unido a las preparaciones de BF^............
3.3.4 Intercambio del ATP enddgeno unido a la 

ATPasa con nucleotidos externos......... .



P â g ,

3.4 Estudio de los componenteg no peptîdicos asocia 
dos a de M . .lX!^46jdçtiçu^. Confirmacidn de 

la ausencia de fosfolîpidos firmemente unidos
a la molécula de ATPasa.................... 101

3.4.1 Identificacidn de fosfolîpidos asociados con 
la ATPasa soluble y con las membranas residua
les.....................................  103

3.4.2 Efecto de los fosfolîpidos en la actividad hi 
drolîtica de BF^.........     104

3.5 Biosîntesis de BF-̂  de M. lysodeikticus.... 104

3.5.1 Sîntesis de BFj en relacidn con la sîntesis 
de proteînas citoplâsmicas y de las membra- 

nas..........................................
3.5.2 Biosîntesis de las subunidades de BF^........ 10?
3.5.3 Efecto de la cerulenina sobre la sîntesis de

la ATPasa de M. lysodeikticus........  111

4. DISCUSION ...................................... 114

4.1 Propiedades alotdpicas de la ATPasa soluble de

M. lysodeikticus  .......................   H 4

4.2 Reconstitucidn del comple.jo enzima-membrana.... 1^4



4.3 Nucleotidos fijados a BF-̂  de M. lysodeikticus. 127

4.4 Papel de los fosfolîpidos en la ATPasa de M. 

lysodeikticus............. ................. 132

4.5 Estudio molecular de la biosîntesis de BF^ de
M. lysodeikticus. Efecto de la cerulenina..... 135

5. COMCLUSIOMES...................................  14-6

6. BIBLIOGRAPIA...................................  14-9



1 INTRODUOCION

1*1 Organlzacidn de las membranas y biogénesis.

La existencia de la membrana plasmâtica quedd défini 
tivamente fuera de duda a principios de siglo gracias a 
los experimentos de Chambers (l) y Plowe (2). Esta existen 
cia, junto con la de los sistemas membranosos internes es 
un fundamente bâsico de la biologia celuiar.

El concepto de la organizacidn de la membrana ha pa- 
sado por muy diversas vicisitudes. Ya Overton habia indica 
do a finales del siglo pasado que las moléculas lipîdioas 
y el colesterol debian ser partes intégrantes de la envol- 
tura celular (3), pero la primem aportacidn interesante no 
llegd hasta 1925 en que Gorter y Grendel (4) extrajeron 
los lipidos de eritrocitos y los extendieron sobre una su­
perficie acuosa formando una monocapa. Al comparar la su­
perficie de la monocapa con la del eritrocito dedujeron 

que los lipidos extrafdos debian formar una bicapa en la 
membrana celular. Esta idea fue corroborada por Danielli y 
Davson, que en 1935 (5) propusieron un modelo consistante 
en dos capas lipidicas enfrentadas por sus cadenas hidro- 
carbonadas, dejando asi una zona interna con interacciones



hi dr of (5bi cas y permitiendo a la parte polar de los lipidos 
interacciones electrostâticas con dos capas de proteinas: 
una interior en contacte con el citoplasma y otra exterior. 
Una posterior revision de este modelo (6) admitid la exis­
tencia de poros de naturaleza proteica que atravesarian la 
membrana, dando asi una solucidn a las dificultades del 
transporte.

A raiz de la aparicidn de las técnicas de microscopia 
electrdnica, Robertson (7, 8, 9, 10) propuso el concepto 
de membrana unidad que presentaba gran analogia con el mode 
lo de Danielli; la principal aportacidn consistia en consi- 
derar asimdtrica a la membrana, con glucoproteinas en la ca 
ra externa, y proteinas no conjugadas en la interna.

Hasta aqui todos los modelos implicaban sérias difi­
cultades termodindmicas y tenian el defecto de no conside- 
rar a la membrana como sitio de reacciones enzimâticas inte 
gradas, aparte de los problemas del control celular de la 

biosintesis.

Los estudios de solubilizacidn y purificacidn de enzi 
mas y su posterior recombinacidn con la membrana, asi como 
los resultados obtenidos con la microscopia electrdnica



(tincidn negativa, crlocorrosidn), maxcaje especlfico, ciné 
tica de actividades enzimâticas asociadas, tensién superfi­
cial, calorimetrla diferencial, espectroscopia (infrarrojos, 
dicroismo circular), estudio de interacciones no covalentes 
(hidrofilicas e hidrofdbicas) entre los componentes de la 
membrana y la bdsqueda de estructuras termodinâmicamente fa 
vorables condujeron en principle al modelo de Benson (ll) y 
mâs tarde al modelo de mosaico fluido de Singer (12, 13) 
que présenta los siguientes puntos fundamentales:

- las estructuras de los lipidos y proteinas son anfi- 
pâticas, es decir, poseen una zona polar (hidrofili- 
ca) y una apolar (hidrofébica).

- la distribucién es asimétrica, con las glucoprotei­
nas en la cara extema de la membrana.

- los lipidos forman la base del mosaico, presentando 
una estructura de bicapa con las cadenas parafinicas 
enfrentadas, lo que origina una zona hidrofébica a 

lo largo de la membrana.

- la interaccién proteina-proteina tiene gran importan 

cia en la estructura del mosaico.



- la penetracién de las proteinas en el interior de la 
bicapa depende de la secuencia de aminoâcidos y de su 
conformacién, siendo tanto mayor cuanto mayor sea su 
reglén hidrofébica.

- las proteinas estarlan como "flotando en un mar de 11 
pidos”.

Este modelo ha sido ampli ado y revisado extens^ente 
(cabe destacar la revisién de Capaldi y Green (14)) pero 
en general se han mantenido sus puntos bâsicos y actualmen- 
te es el que mâs se aproxima a la organizacién de la mem­
brana "in vivo".

1.1.1 0r^anizani8n__de las proteinas ^ lipidos eu__las

membranas.

Las membranas celulares difieren ampliamente en su 
morfologla, funciones especlficas e incluso en sus compo­
nentes moleculares. No obstante, hay ciertos principios ge 
nerales que pertenecen a todas las membranas ya sean de 
de origen eu'cariético o procariético.

- Caracterlsticas de las proteinas de membrana.



Las proteinas constituyen la mayor fraccién en peso 
de la mayorla de las membranas funcionales (15). A pesar 
de la gran heterogeneidad proteica que existe en las mem­
branas individuales, dichas proteinas pueden clasificarse 
dentro de dos tipos générales: intrlnsecas y extrlnsecas 
(16), 0 segdn otra denominacidn, intégrales y periféricas 
(13). Los criterios expérimentales para esta clasificacidn 
vienen resumidos en la Tabla I. Aunque la distincién entre 
ambos tipos de proteinas es emplrica y sujeta a crlticas, 
es interesante ya que nos suministra informacién sobre la 
arquitectura de la membrana. Mâs significativas que las di 
ferencias en extractibilidad lo son las propiedades que se 
derivan de su solubilidad en agua y su capacidad de combi- 
nacién con lipidos. Cuando las proteinas extrlnsecas se li 
beran de su entomo membrane so se comport an como tlpicas 
proteinas citosélicas solubles en agua, lo que no les con­

fiere capacidad de unién con lipidos. Las proteinas intrln 

secas son extremadamente hidrofébicas formando soluciones 
astables con el agua lînicamente en presencia de detergen- 
tes y poseen la importante propiedad de combinarse con fos 

follpidos cLando origen a estructuras membranesas. Estas ob 
servaciones demuestran, aunque indireetamente, que solo



TABLA I : Criterios que distinguer! las proteinas intégrales de las 

periféricas.

Propiedad Proteinas periféricas 
0 extrlnsecas

Proteinas intégrales 
0 intrlnsecas

Requerimientos para 
su disociacién de 
la membrana

Tratamientos suaves : 
alta fuerza iénica, 
agentes quelantes

Agentes que rorapan los 
enlaces hidrofébicos: 
detergentes,solventes 
orgânicos, agentes 
caotrépicos

Asociacién con lip_i 
dos en su estado s£ 
lubie

Generalmente libre 
de lipidos

Generalmente asociada 
a lipidos

Solubilidad después 
de la disociacién 
de la membrana

Soluble y dispersa 
molecularraente en 
tainpones acuosos 
neutres

Insoluble o agregada 
en tampones acuosos 
neutres



las proteinas intrlnsecas interaccionan con la bicapa lipl 
dica mientras que las extrlnsecas estân probablemente uni- 
das a las membranas mediante enlaces proteina-proteina. De 

acuerdo con esto se ha supuesto que para la integridad es- 
tructural de la membrana son necesarias dnicamente las pro 

telnas intrlnsecas.

Alrededor del 70-80% de las proteinas de membra­
nas son intrlnsecas o intégrales. Ejemplo de ellas son la 
rodopsina que pénétra profundamente en la bicapa lipldica 
(17, 18, 19, 20), très de los siete polipéptidos del com­
plete citocromo oxidasa mitocondrial (21), la glucoprotel- 
na mayoritaria del eritrocito humane (glucoforina) que pue 
de ser marcada por ambos lados de la membrana (22, 23), la 
protelna de la membrana plasmâtica de Halobacterium halo- 

bium (24) y los polipéptidos que constituyen la pieza ba­
sal del complete ATPasa sensible a oligomicina de la mem­

brana mitocondrial interna (25). Entre las proteinas ex­

trlnsecas conocidas podemos citar los componentes Y 
OSCP del complete ATPasa mitocondrial (26), el citocromo c 

de la membrana interna de la mitocondria (27), la espectri 
na de eritrocitos (28) y la protelna bâsica de la mielina 

(29).



- Componentes lipîdicos .^Fluidez_y__movilidad.

Una de las caracterlsticas comîmes de las membranas 
biolégicas es la presencia de una serie anfipâtica de molé 
culas llamadas fosfolîpidos, pero que en casos especiales 
pueden ser sulfollpidos o lipopolisacâridos. Interaccionan 
do por sus extremes apolares forman la capa bidimensional 
que ocupa el piano de la membrana. los estudios flsicos re 
cientes han ampliado la informacién que se posela acerca 
del estado de los fosfolîpidos en la bicapa. De especial 
interés en lo que a la biogénesis se refiere es el hecho de 
que los fosfolîpidos mantengan una considerable movilidad 
en la bicapa y por tanto la membrana, lejos de ser una es­
tructura estâtica, es altamente dinâmica (30). Esto signi- 

fica en primer lugar que la bicapa esté sujeta a perturba- 
ciones locales, lo que puede proporcionar un mecanismo me- 
diante el cual se introduzca nuevo material dentro de la 
estructura préexistante. En segundo lugar, las moléculas 

individuales de lipidos no sélo tienen libertad de movimien 
to respecto a las moléculas inmediatas, sino que pueden tam 

bién difundirse lateralmente a través de la bicapa. Pinal- 

mente, la nocién de una fase lipldica mévil implica un cier 
to grado de latitud en la membrana con respecto a la rela-



ci6n cuantitativa de los componentes llpidioosy proteicos.

Estudiando proteînas de membrana se ha demostrado 
que no todos los lipidos son igualmente fluidos. Cuando la 
citocromo oxidasa se titula con concentraciones crecientes 
de fosfolîpidos, los lipidos inicialmente unidos (0,2 mg/mg 
protelna) presentan poco movimiento en sus cadenas latéra­
les de âcidos grasos (31). Aquellos que exceden esta concen 
tracidn empiezan a mostrar las caracterlsticas de una bica­
pa fluida. A la porcién inmévil de fosfolîpidos se la deno- 
mina "lipidos limltrofes" y representan un components que 
estâ directamente unido a las proteinas hidrofdbicas forman 
do una fase intermedia entre las proteinas y la bicapa lipl 
dica.

1.1.2 Biog^nesis__de 3ns_membrana s.

Las membranas celulares se forman por procesos de 
agregacién de nuevo material en una estructura préexistante. 
Por lo tanto simplificaremos el problems de la biogénesis 

considerando sélo cémo las proteinas y lipidos sintetizados 

se integran en las membranas.

- Inte^acién de_l£.s_prote_ln£.s_h^drofébiçsm jf jço^l^Jos 

enzimâticos.



La mayor parte de las proteinas de membrana se forman 
en los ribosomas citoplâsmicos, que también sintetizan las 
proteinas citosélicas de la célula. La excepcién la const! 

tuye un ndmero limitado de proteinas mitocondriales y de 
cloroplastos que se sintetizan mediante un tipo expecial 
de ribosomas présentes en sus respectives orgânulos. Estes 
ribosomas difieren de los citoplâsmicos en el tamano y corn 
posicién del ARN, pero no hay razén para creer que el meca 
nismo de sîntesis sea fundament aiment e diferente.

El problema inmediato que se présenta es cémo las pro 
telnas hidrofébicas, que tienden a agregarse en el agua, 
se integran ordenadamente en el ambiente acuoso de la célu 
la. Aunque no existe por el momento ninguna evidencia di- 
recta que lo resuelva, pueden postularse varies mécanismes 
basados en los estudios llevados a cabo en diferentes sis­
temas de membranas. Una respuesta obvia séria que la sInte 

sis tiene lugar cerca o en la membrana, lo que supondrla 
que los ribosomas estarlan unidos a la misma en los sitios 
de insercién de las proteinas hidrofébicas, como se ha su- 

gerido para los ribosomas mitocondriales (32, 33). En Es­
cherichia coli los efectos diferenciales de los inhibido­
res de sîntesis proteica en la sîntesis de la membrana ex-
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terna y en la de las proteinas celulares solubles pueden 
deberse a la presencia de diferentes tipos de ribosomas o 
a la compartimentalizacién producida por su unién a la 

membrana (34). Los ribosomas pueden interaccionar con la 
membrana bien porque tengan sitios especlficos de fijacién 
en la misma (como ocurre en los orgânulos) o mediante un 
puente formado por los péptidos que van sintetizândose, en 
el caso de que estos péptidos posean alguna secuencia de 
aminoâcidos que se fi je a los fosfolîpidos de la membrana. 
Hay un gran nâmero de proteinas de membrana que contienen 
porciones de aminoâcidos apolares que podrlan constituir 
los sitios de fijacién de fosfolîpidos (35, 36, 37).

Se han postulado otros posibles mécanismes de inte- 
gracién como por ejemplo la existencia de proteinas o llpi 
dos adaptadores que actuarlan de detergentes naturales con 
firiendo solubilidad en agua a las proteinas hidrofébicas. 
Por lo tanto les proporcionarlan un medio de transporte 
desde la fase acuosa donde se sintetizan hasta las zonas 
de insercién en la membrana. Las proteinas hidrofébicas p£ 

drlan también sintetizarse a partir de precursores solubles 
en agua. Desgraciadamente, la evidencia que existe actual- 
mente es bastante escasa y no excluye ningdn mecanismo de 

los expuestos.
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El problema de la integracién en la membrana de los 
enzimas oligoméricos résulta mâs complicado aân, ya que 
hay que considerar como se forma la estructura cuatemaria 
del complejo. ^Se integra el enzima como una unidad prefa- 
bricada o bien son las subunidades las que van integrândo- 
se s e cuen c i alnent e en la membrana?. ^Se forma la estruc­
tura cuatemaria del complejo por afinidades naturales o 
hay implicado un mecanismo de ensamblaje mâs directe?. Una 
aportacién importante en el esclarecimiento de estas cues- 
tiones la constituye el estudio de la biosintesis de los 
complejos enzimâticos ATPasa (38) y citocromo oxidasa (39, 
40) en mitocondrias. No nos vamos a detener demasiado en 
elle puesto que la biosintesis y ensamblaje de la ATPasa 
mitocondrial se explicarâ en detalle en el dltimo apartado 
de esta Introduccién. Ambos complejos constan de proteinas 
extrinsecas, que se sintetizan en el citoplasma, e intrin- 

secas que lo hacen en la mitocondria. Las subunidades in- 
trinsecas se integran en ausencia del ensamblaje enzimâti- 
co funcional; sin embargo la integracién de las subunida­
des extrinsecas requiere la presencia de las hidrofébicas. 

La formacién del complejo, al menos en el caso de la 
ATPasa, puede explicarse por una asociacién espontânea de
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los subcomponentes mediante interacciones protelna-protei 
na.

Se ha propuesto, aunque basado en evidencias indlrec 
tas, el siguiente modelo de ensamblaje de los enzimas de 
membrana:

1.- La sintesis de las subunidades hidrofdbicas se lleva 
a cabo en los ribosomas unidos a la membrana.

2 Las subunidades hidrofébicas se fijan a la membrana 
en sus sitios de sintesis, mediante la interaccién 
de las cadenas que se van formando con la bicapa de 
fosfolipidos.

3.- La sintesis de las subunidades extrinsecas tiene lu­
gar en los ribosomas libres o unidos a la membrana y 
su asociacién con los péptidos hidrofébicos en la mis 
ma se realize a través de interacciones especificas 
proteina-proteina. El ensamblaje puede implicar una 
secuencia temporal de incorporacién de subunidades,de 
terminada por nuevos sitios de asociacién formados du 
rente el proceso de construccién.

- Sitios de integracién de las membranas.

Un gran ndmero de procesos celulares y rutas biosin- 
téticas de las células eucariéticas estân restringidos a
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membranas especificas (por ejemplo, mitocondrias y cloro­
plastos). En las células procariéticas muchas de las mismas 
funciones se lievan a cabo en una lînica membrana (transporte 
de iones y metabolitos, fosforilacién oxidativa, biosintesis 
de fosfolipidos, etc...). Aunque todos los enzimas que las 
catalizan estén localizados en la misma membrana desde el 
punto de vista topolégico, existe una diferenciacién funcio­
nal dentro de la membrana bacteriana. Por ejemplo, las mem­

branas mesosémicas tienen una composicién diferente a la de 
la membrana plasmâtica (41). En ciertos microorganismos el 
aparato fotosintético estâ localizado en membranas especia- 
lizadas que estân unidas a la plasmâtica y lo mismo ocurre 
con la proteina fotorreceptora de Halobacterium halobium 

(24). Las zonas de adhesién entre la membrana extema e in­
terna de Escherichia coli pueden representar otro ejemplo 

de diferenciacién (42).

Un problema importante en la biogénesis y que no estâ 

resuelto todavia, concierne a los factores que determinan 

la distribucién de nuevas proteinas en las diferentes mem­
branas celulares, o en el caso de organismes procariéticos, 
su integracién en los sitios especificos de la membrana pla£ 
mâtica. La evidencia de que no sélo los lipidos sino tam­

bién las proteinas pueden sufrir difusién lateral (43) se
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ha utilizado como argumento en contra de la necesidad de 
zonas especlficas de integracidn en ima membrana dada, pero 
entonces si las protelnas se integran al azar iqué es lo 
que hace que permanezcan en un ârea particular de la mem­
brana una vez que han llegado alli por difusidn lateral?.

Los factores que influyen en la estabilizacidn de los domi- 
nios de funcidn en la membrana con una dotacidn especial de 
enzimas, pueden proporcionar la base para un mécanisme de 
insercidn de protelnas en sitios especlficos.

Ya hemos indicado que la integracidn de las protelnas 
intrlnsecas puede estar facilitada por la interaccidn de re 
giones hidrofdbicas de los péptidos que se van formando con 
los fosfollpidos de la bicapa. Aunque se supone que la es- 
tructura bâsica de la bicapa es lînica, la composicidn lipl- 
dica de diverses membranes muestra diferencias significati­

ves en lo que respecta tanto a las proporciones relativas 
de sus fosfollpidos como a læ de sus âcidos grasos sustitu- 

yentes. Ademds, algunas membranas contienen tipos especia- 
les de llpidos (esteroles, sulfollpidos, cardiolipina, etc.) 
que estân eusentes en otras, e incluse dentro de una misma 
membrana pueden existir diferencias régionales en cuanto a 
composicidn lipldica se refiere. Estas diferencias pueden
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jugar un papel muy importante en la determinacidn de las zo 
nas de integracidn de protelnas si sus sitios de unidn con 
los llpidos son especlficos para determinados tipos de éstos. 
El modelo de ensamblaje podrla explicar también como las 
subunidades extrlnsecas de los enzimas pueden integrarse en 
sitios especlficos, ya que su insercidn séria dependiente de 
compareras hidrofdbicas apropiadas en la membrana.

- Integracidn de los llpidos.

En las células eucaridticas los enzimas responsables 
de la slntesis de los principales fosfollpidos estdn locali- 
zados en el retlculo endoplâsmico, aunque la mitocondria 
puede también sintetizar âcido fosfatldico y cardiolipina.
En las bacterias, la mayor parte de los enzimas que catalizan 
la slntesis de fosfollpidos estân en la membrana plasmâtica 

(44).

El conocimiento que se posee acerca de la integracidn 

y transporte de los fosfollpidos en las membreinas celulares 
es muy escaso. Se ha sugerido un posible mecanismo basado 
en un cierto tipo de protelnas que facilitan el intercambio 
de fosfollpidos entre membranas y que "in vivo" podrlan ac- 
tuar como transferasas de fosfollpidos (45, 46) pero esto 
lîltimo no estâ definitivamente demostrado. Los experimentos
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realizados con mutante auxdtrofos para llpidos especlficos 
han supuesto un considerable avance en el esclarecimiento 
del papel de los llpidos en la biogénesis de la membrana.
De los resultados obtenidos con auxdtrofos de glicerol (47) 
se deduce que la slntesis è integracidn de las protelnas 

de membrana se lleva a cabo en ausencia de slntesis neta de 
fosfollpidos pudiendo aumentar hasta el doble la proporcidn 
relativa protelnaillpido en la membrana bacteriana. Este 
hecho implica que las protelnas pueden integrarse sin slnte 
sis e insercidn concominante de nuevos llpidos. Por lo tan­
to, la cantidad de bicapa lipldica presente en la membrana 
es capaz de acomodar una proporcidn de protelna mayor que 
la que existe en condiciones normales de crecimiento. Aun­
que estos resultados sugieren un grado considerable de fle- 
xibilidad en el mecanismo de crecimiento de la membrana, en 
condiciones normales la integracidn de los llpidos y pro­

telnas estâ coordinada.
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1.2 Egtudlo de los factores de acoplamlento de la fosfo- 
rilacidn (ATPasas).

Las adenoslntrifosfatasas son una familia de protef- 

nas extrlnsecas asociadas a las membranas fosforilantes. 
Constituyen el dltimo paso en el proceso de slntesis de 

ATP en la fosforilacidn oxidativa y actuando en direccidn 
hidrolltica permiten la utilizacidn de este nucleotide pa­
ra dirigir las funciones de transhidrogenacidn y la incor- 
poracidn de solutos (transporte activo). Se han estudiado, 
tanto estructural como funcionalmente, en mitocondrias de 
levaduras, corazdn de buey e hlgado de rata y cerdo (revi- 
siones 48, 49, 50 y 51), en cloroplastos de espinaca y al 
gas (51), retlculo sarcoplâsmico (revision 52), Dictyoste- 
lium discoideum (53) y en bastantes especies bacterianas en 
tre ellas E. coli (54, 55, 56), Streptococcus faecalis (57,58 
59, 60), Bacillus megaterium (61, 62, 63, 64), Bacillus 
stearothermophilus (65), Alcaligenes faecalis (66), Rhbdop- 
seudomonas spheroides (67), formas L de Proteus (68), Myco­
bacterium phlei (69), el microorganisme fotosintético Rhodos- 

pirillum rubrum (70), la bacteria PS 3 (7l) y Micrococcus 
lysodeikticus (72, 73), cuyas caracterlsticas ampliaremos 
en detalle por ser el mi oroorganisme objeto de nuestro estu 
die.
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1*2.1 Estructuraj^ Métodos^de solubillzacl6n__y__purif 1 caci6ii.

De todas las ATPasas conocidas y  estudiadas hasta 
ahora, la ATPasa mitocondrial es quizâ el sistema enzimâti 

CO mâs complejo y  podemos extender la informacidn que posee
mos sobre su organizacidn a las demâs ATPasas. Cuando estâ
unida a la membrana interna de la mitocondria, su estructu 
ra viene representada en la Pig. 1.

Consta bâsicamente de 4 componentes funcionales:

a) el Pactor 1 6 P]_ (denominado CP^ en cloroplastos y BP^ 
en bacterias) que cataliza la actividad ATPasa.

b) una porcidn de membrana interna llamada pieza basal, 
compuesta de protelnas y fosfollpidos, que se cree que 
dirige el flujo de protones hacia P^ durante la fosfori 
lacidn oxidativa.

c) un péptido, OSCP,que une P^ a la pieza basal y confiera

al complejo la sensibilidad a oligomicina, y

d) un péptido inhibidor de la actividad ATPasa durante la 
fosforilacidn oxidativa.

Al complejo se le llama "ATPasa sensible a oligomici­
na" para distinguirlo del componente P^ que no es afectado



Inhibidor

F(

OSCP

Piezo basal

numéro de D^Qlidps_ 

1

1

4

FIGURA 1.- Disposicién de los componentes del complejo 
ATPasa sensible a oligomicina de la membrana interna de

la mitocondria.
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por el antibiético. Su solubilizacién implica la liberaciôn 
de la membrana y se lleva a cabo mediante tratamientos con 
detergentes.

La preparacidn mâs homogénea se ha conseguido tratan- 
do particulas submitocondriales de levadura, con Tritdn 
X-100, que muestra gran selectividad por el complejo ATPasa 
mitocondrial (74). En mitocondrias de mamlferos (por ej. co 
razdn de buey) se ha utilizado colato y deoxicolato (75) pe 
ro el grado de pureza de las preparaciones es inferior al 
obtenido con mitocondrias de levaduras.

La solubilizacidn de la ATPasa bacteriana (que al 
igual que la de cloroplastos es insensible a oligomicina) 
se realiza empleando diverses métodos dependiendo del micro 
organisme en cuestidn. Entre elles podemos destacar la sus­
pension de membranas en soluciones de EDTA (B. stearothermo­
philus) , lavados sucesivos de membranas con tampones de baja 
fuerza idnica (S. faecalis y B. megâterium), choque osmdtico 
(M. lysodeikticus) y los empleados en E. coli: tratamiento 
con DSS, diâlisis de membranas contra soluciones diluidas 
de EDTA y sonicacidn (revisidn 76). El complejo ATPasa de 
cloroplastos se solubiliza mediante lavados con agua y 

EDTA ( 77).



20

Aunque hay notables diferencias en los diverses es- 
quemas de purificacidn de (o "ATPasa insensible a oli- 
gomicina"), la mayoria incluyen sonicacidn para liberarla 
de los fragmentes de membrana seguida de cromatografia de 
filtracidn en gel y de intercambio anidnico. Algunos tra 
tamientos implican incubaciones a pH alcaline o utiliza- 
cidn de tampones que contienen ATP durante todas las eta 
pas de purificacidn (50). OP^ y BP^ también pueden purifi 
carse a homogeneidad mediante cromatografia de filtracidn 
en gel, electroforesis en gel de poliacrilamida, centrifu 
gacidn en gradientes de sacarosa, etc... (51, 76).

1.2.2 Propiedades moleculares: microscopia electrdnica,
peso molecular, subunidades, estequiometria y compo- 
8icidn__quimica.

La observacidn al microscopic electrdnico de las 

preparaciones de P^ y CP^ muestra particulas de apariencia 
hexamérica de unos 90 2 de diàmetro (25). En bacterias se 
mantiene el aspecto hexamérico, aunque el tamaho de las 
particulas de BP^ parece ligeramente mayor: 100-120 2 de

diàmetro en S. faecalis (59) y B. megâterium (62) y 100 i 

en E. coli y M. lysodeikticus (72, 78).
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Los pesos moleculares han sldo estimados por proce- 
dimientos de equilihrio de sedimentacidn o cromatografia 
en gel. Unas primeras aproximaciones en mitocondrias y 
bacterias dieron valores incorrectes (58). Los aceptados 
en la actualidad sehalan un peso molecular 347.000i2.400 

para (79), 325.000^600 para CP^ (51) y diferentes va
lores para BP^: 385.000^9.000 en S. faecalis, 400.000
en E. coli y 379.000 en B. megâterium (como revisidn véa 
se referencia76).

El componente P^ del complejo ATPasa mitocondrial 
sensible a oligomicina consta de 5 cadenas polipeptidicas 
diferentes (74, 79). Para conferir la sensibilidad a oli­
gomicina son necesarios 5 polipéptidos mâs: OSCP y los 4 
que forman la pieza basai. Un péptido adicional, el inhi­

bidor de la actividad ATPasa, constituye el undécimo corn 
ponente. Cuando P^ se aisla omitiendo el pretratamiento de 
las membranas con Sephadex G-50, lleva firmemente unido al 

peftido inhibidor, dando lugar a que en la electroforesis 
con DSS P^ mue8tre estar formada por 6 péptidos en lugar 
de 5 (80).

Las dos subunidades mayoritarias de P^, designadas
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Modelo hexagonal propuesto por Schnebii y Col. (155) 

para F| de S. faecalis

Modelo hexagonal propuesto por C atterolly  Pedersen (paro  
F| de higado de rota. Las subunidades pequenas, Sy son 
demasiado pequenos para ser observadas al microsccpio 

elcctronico. E s îru c tu ras  similares fueron observadas para  
M.lysodeikticus por Munoz y col. (7 2 )

m
Modelo hexagonal propuesto por Kozlov y M ikolsacr (87 )  
para F| de corazon de buey. Los subunidades ( f ,^ y 6  

constituyen ahora una ûnica unidad centrai

FIGURA 2 Estructuras de las subunidades propuestas para las prepara­

ciones de y BF^.
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o( y ^ o’ A y B, tienen pesos moleculares entre 50.000 y
62.000. Comprenden el 88% de la protelna del oligdmero 
(dato basado en la intensidad de tincidn de varias prepa­
raciones). Un tercer péptido denominado y 6 C constituye 
el 10% de la protelna total, y su peso molecular deter- 
minado por varios laboratorios varia desde25.000 a 36.000. 
Los péptidos mâs pequenos S y £, (6 U y E) comprenden me-
nos del 3-7% de la protelna y sus pesos moleculares son 
inferiores a 20.000 Dalton (50). La estequiometria de 

estos péptidos ha sido descrita como ^  3 p 3 ^3 en el hi
gado de rata (81) y en el corazén de buey (49). Mâs re- 
cientemente se han observado preparaciones de de mito­
condria de corazén de buey que carecendeiss subunidades ^ 
y ^ pero mantienen la actividad (82). Como la suma de los 
pesos moleculares de ^ & y £, es aproximadamente igual
al peso molecular de o( y , es posible que las tres sub 

unidades menores observadas en la mayor parte de las pre­
paraciones de P^ correspondan a una ilnica subunidad ”in 
vivo”. La estequiometria alternativa que surge de esta 

observacién séria o< ̂  P 3 15̂ * donde tiene un peso mole 
cular aproximado de 50.000-60.000 Dalton Los otros 

seis péptidos que completan el complejo ATPasa sensible a 

oligomicina tienen pesos moleculares comprendidos entre
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7*500 y 30.000 Dalton.

La estructura de CP^ es muy similar a mitocondrial. 
Estâ compuesta de 5 polipéptidos como se observa al anali 

zarla en gel de poliacrilamida en condiciones disociantes 
(77). La mayor fraccién protelca del oligémero la consti­
tuyen dos subunidades ^  y ÿ , de poca movilidad electrofo 
rética, y otras tres, ̂ , 6 y E. , que poseen una movilidad 
electroforética mayor. Los pesos moleculares respectives 
son 59.000, 56.000, 37.000, 17.500 y 13.000 (51). La fér 
mula estequiométrica sugerida por Berzbom (83) es:

2 2 ^̂ ^ 2 *

A pesar de que en P^ Senior y Brooks consideran 
que el péptido inhibidor es la sexta subunidad, Knowles y 

Penefsky(79) mantienen que el inhibidor de la ATPasa es 
la 5- y mâs pequeha subunidad (c). Un apoyo a esta dltima 

observacién lo constituye el hecho de que en CP^ C es un 
pot.ente inhibidor de la actividad hidrolltica (84), aun­
que su composicién qulmica difiere de la de & de P]_.

Las preparaciones de BP^ muestran variaciones respec 
to al nümero y estequiometria de sus subunidades. Los pri 
meros estudios en BP^ de S. faecalis dieron una férmula
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estequiométrica de p siendo 33*000 el peso molecu 

lar de cada una de ellas (59)* Los dltimos anâlisis evi- 
dencian la existencia de 5 subunidades cuyos pesos molecu 
lares son: o< = 60*000, ^  = 55*000, ^ *= 37*000, & =
20.000, y & = 12.000 Dalton , siendo la estequiometria:

^  3 P 3 ï ̂  ̂  (85). Las preparaciones de de A. faecalis 
mue 8 tr an 4 subunidades (o<,p,'jJ',S) (77) y las de E. coli 
contienen 4 6 5 subunidades dependiendo del método de pu 
rificacién (86, 87)* En la Pig. 2 se représenta un esquema 
de los modelos de disposicién de subunidades propuestos 
para P^ y BP^.

La composicién en aminoâcidos de los factores de aco 
plamiento que estamos considerando es bastante similar. Su 
composicién quimica, asi como la de sus respectivas subuni 

dades viene detallada en las revisiones 50, 51 y 76. En 
general, las subunidades mayoritarias son predominantemen- 
te âcidas, mientras que 'g' y E, son bâsicas. Un rasgo nota 

ble a sedalar es que ni P^ ni CP^ poseen triptéfano.

1.2.3 Propiedades catallticas. Inhibidores.

La especificidad de los nucleotidos de la ATPasa unida 
a la membrana de mitocondrias de higado y corazén sigue el
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orden ATP > ITP > GTP> UTP > CTP• hidroliza ATP, ITP y
GTP a velocidades muy comparables, hidrolizando FTP y CTP 

a menor velocidad (50). La actividad enzimâtica de CF^ ®s 
bastante mâs especlfica para el ATP, siendo su velocidad 
de hidrélisis seis veces mâs râpida que la de ITP o GTP y 
no se observa actividad con CTP como sustrato (51). Las 
ATPasas bacterianas hidrolizan principalmente ATP y GTP 

(87).

Aunque algunas preparaciones de ATPasa mitocondrial 
y bacteriana mantienen una pequena actividad enzimâtica 
en ausencia de cationes, en la mayoria de los casos la pre 
sencia de iones metâlicos es ab s olut ament e necesaria para 
la hidrélisis del ATP. La dependencia catiénica puede va- 
riar segûn el estado en que se encuentre el enzima (solu­
ble, unido a la membrana o puro) y las condiciones de ensa 
yo. La ATPasa mitocondrial unida a la membrana y las pre­

paraciones de F^ catalizan la hidrélisis de ATP a altas
velocidades en presencia de Mg , Co , Mn y Fe .En lo

2 +que respecta al Ca se han encontrado diferencias; en F^
2 +su efectividad es aproximadamente la mitad de la del Mg , 

mientras que en la ATPasa sensible a oligomicina no produ­
ce ningdn efecto (88). En cloroplastos se ha observado una
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2+actividad ATPasa dependiente de Mg en el enzima unido a
2+la membrana, y otra dependiente de Ca e inducida por 

tripsina en el enzima soluble (5l)• En las ATPasas bacte­

rianas hay diferencias segün sea el micro organisme del que 
proceden: BF^ de A. faecalis se activa preferentemente por

2+ 2fCa en ausencia de cationes monovalentes, y por Mg en 
su presencia (89). En E. coli, BF̂  ̂se activa tanto por

2-f 2 +Ca como por Mg (90), mientras que en la ATPasa de
2+S. faecalis el Ca es completamente ineficaz a pH fisiol^

2+gico, actuando el Mg como catién activador (57)•

Las preparaciones de F^ de mitocondrias de corazén 
de buey e higado de rata tienen unos valores de Km para el 

ATP comprendidos entre 0,79 y 1,25 mM (determinados si- 
guiendo la liberacién de ADP o considerando las velocida- . 
des iniciales de liberacién de protonesj (50). La Km de 
de BF^ de S. faecalis determinada midiendo el fosfato inor 

gânico liberado, es 2,5 mM (59) mientras que el mismo enzi 
ma de E. coli tiene una Km entre 0,29 y 0,60 mM ATP (87,
91) • En las preparaciones del enzima unido a la membrana 
de mitocondrias, la Km es considerablemente menor, lo que 
sugiere que la unién de la ATPasa a la membrana hace aumen 
tar su afinidad por el ATP. En E. coli por el contrario.
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los valores de Km de la ATPasa purificada y unida a la 
membrana son muy similares (87).

Los parâmetros cinéticos de la actividad ATPasa de
CP^ se han determinado recientemente. La Km para el ATP

2+arroja un valor de 0,8. mM en presencia de Ca y a pH 8.
2 +Para la ATPasa activada por Mg , a pH 6, el valor de la 

Km es de 0,1 mM y el de Vm 0,45 moles de ATP hidrolizado 
por minuto y mg de proteina aunque la inclusién en el me­
dio de reaccién de maie at o aumenta la Km hasta 1,1 mM y la 
Vm hasta 14 (156).

El ADP es un potente inhibidor por producto de la 
reaccién de hidrélisis del ATP catalizada por las distin­

tas preparaciones de ATPasas mitocondriales, de cloroplas 
tos y de bacterias. La inhibicién parece ser competitiva 
con ATP aunque hay un considerable desacuerdo en los valo 
res de Ki (50).

Los inhibidores de la fosforilacién oxidativa, oli­
gomicina, rutamicina, aurovertina, DCCD, cloruro de buti- 
lo de estaho, venturicidina y azida son inhibidores de la 
ATPasa mitocondrial soluble y unida a la membrana, mien­
tras que de todos elles solo aurovertina y azida inhiben 
la actividad hidrolltica de P^. La quercetina (3, 3', 4'
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5, 7 - pentahidroxiflavona) tiene un efecto similar al del 
péptido inhibidor de la ATPasa, inhibiendo a bajas coneen 
traciones. La espegacina actda como la aurovertina (50). 

Algunos oxianiones como el bicarbonate, bisulfito, borate, 
maleato, tereftalato, dicremate, y pirofosfato, activan 

la ATPasa mitocondrial modificando las caracterlsticas ci 
néticas; es posible que actden como simples catalizadores 
o induciendo cambios conformacionales en el enzima (50).
Los inhibidores de la fosforilacién (floricina, DCCD y Dio- 
-9) inhiben la actividad hidrolltica de la ATPasa unida a 
la membrana de cloroplastos y Dio-9 inhibe también la ac­
tividad de CF^.

En bacterias al igual. que en cloroplastos, ni la oli 
gomicina ni la rutamicina afectan la actividad ATPasa, pero 
el DCCD es" un potente inhibidor del enzima unido a la mem­
brana (se ha estudiado, entre otros, en E. coli y S. faeca­
lis (92)). Ya que el DCCD puede reaccionar con el aparato 

de transduccién de energla que acopla la actividad ATPasa 
al transporte activo, el esclarecimiento de su mecanismo 
de accién es de considerable interés, aunque la base mole­
cular de su efecto inhibidor no se conoce en la actualidad. 
Una serie de evidencias d ndican que la inhibicién de la
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ATPasa es Indirecte ya que el DCCD reaccionaria con un corn 
ponente de la membrana al que el enzima estuviera estrecha 
mente asociado; la mayor evidencia la constituye el hecho 

de que no afecte a la ATPasa soluble ni purificada tanto 

en mitocondrias como en cloroplastos y bacterias. La accién 
inhibidora indirecte sugiere la existencia en la membrana 
de un factor sensible a la carbodiimida. Los estudios rea­
lizados con mutantes de S. faecalis apoyan esta hipétesls 

(93).

La atebrina es un desacoplador de la fotofosforila-
cién y su efecto sobre la actividad ATPasa ha sido estudia
do en cloroplastos (94) y bacterias (95, 96, 97). En cloro
plastos, la atebrina estimula la actividad ATPasa depen- 

2 +diente de Mg cuando la reaccién tiene lugar en la luz,
siendo esta estimulacién mucho menor en la oscuridad. Por
el contrario, la atebrina inhibe la actividad de la ATPasa

2+soluble dependiente de Ca .

Su efecto inhibidor sobre las ATPasas bacterianas ha 
demostrado ser dependientes del catién activador y del ti­
po de enzima. En E. coli inhibe las actividades ATPasa de-

2+ 2+pendientes de Ca y de Mg y a una concentracién de ate­
brina fija, la inhibicién depende del tipo y concentracién 
del catién divalente utilizado. En M. lysodeikticus. bajas
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concentraciones de atebrina estimulan la actividad ATPasa
2 +dependiente de Mg del enzima imido a la membrana a dife

rencia de lo que ocurre en E. coli, pero a elevadas concen

traciones se inhibe esta actividad. BP^ de M. lysodeikti-
2+eus, que es dependiente de Ca , es inhibida por atebrina

variando el grado de inhibicién segdn sea la proporcién 
2+-ATP/Ca utilizada en el ensayo (97). En general, los re­

sultados expérimentales sugieren que la atebrina ejerce un 
efecto inhibidor preferente en las ATPasas dependientes de

2 * fCa , aunque las bases moleculares de su accién se desco- 
nocen por el momento.

1.2.4 Papel de los fosfollpidos en relacién a los factores 
de acoplamiento.

mm» mm» mm» tmm mm» m m  m m  wmm

Hay numéroSOS ejemplos de enzimas de membrana cuya 
actividad enzimâtica depende de fosfollpidos. En mitocon­
drias el complejo ATPasa sensible a oligomicina ha sido 

muy estudiado a este respecte ya que los fosfollpidos han 
demostrado ser componentes esenciales del mismo. 8in em­
bargo ni contiene fosfollpidos ni los necesita para su 
actividad, e igual sucede con la ATPasa de cloroplastos.

Hay varios valores publicados acerca del contenido
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en fosfollpidos del sistema ATPasa mitocondrial. Las pre­

paraciones de Kagawa y Racker (98) obtenidas de corazén de 
buey contienen un 10% y se alcanza un mâximo de actividad 

adicionando fosfollpidos exégenos o âcidos grasos libres.

La mayor estimulacién la produce el âcido linoleico, que 
es el principal constituyente de los fosfollpidos mitocon­
driales, aunque la actividad ATPasa producida es prâctica- 
mente insensible a rutamicina.

El complejo ATPasa de mitocondrias de corazén de buey 
preparado por Tzagoloff contiene un 30% de fosfollpidos 
y no se activa por ulteriores adiciones (88). La prepara- 
cién anâloga de mitocondrias de levaduras contiene del 
10-31% de fosfollpidos y se activa por una mezcla de fos­
follpidos aislados de levadura y soja.

Posiblemente el anâlisis mâs detallado del efecto de 

los fosfollpidos sobre la ATPasa sensible a oligomicina 
sea el llevado a cabo por Swanljung y col. (99). Trabajan- 
do con una preparacién desprovista de llpidos y de muy ba­
ja actividad especlfica, demostraron que la actividad se 

estimula hasta 20 veces con la adicién de lisolecitina y 
también, aunque en menor proporcién, con cardiolipina, fos 
fatidilinositol y fosfatidiletanolamina. Observaron a su
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vez que el ADP y aumentan la activacién producida por
cantidades subdptimas de fosfollpidos y que la adicién de 
éstos hace disminuir signiflcativamente la Km para el ATP 
(en presencia de cardiolipina la Km disminuye de 0,71 mM a 

0,14 mM).

Dado que los fosfollpidos no son necesarios para la 
actividad enzimâtica de y si lo son para las preparacio 
nés de ATPasa sensible a oligomicina desprovistas de llpi­
dos, se ha sugerido como posible mecanismo de accién que 
en ausencia de fosfollpidos, los péptidos que confieren la 
sensibilidad a oligomicina inducen a a adoptar un esta­
do o conformacién menos activo y que habitualmente es con- 
trarrestado por los fosfollpidos. Toson y col. (100) han 

apuntado también la posibilidad de que los fosfollpidos 
actâen como puente de unién entre P^ y los péptidos que 

confieren la .sensibilidad a oligomicina.

Las distintas preparaciones de BP^ no contienen por 

lo general fosfollpidos, ni su actividad enzimâtica se ve 
afectada por adicién de los mismos (50). 8in embargo, Pe­
ter y Ahlers han demostrado la naturaleza lipoproteica de 
la ATPasa de E. coli incluso en su estado soluble (lOl).
El fosfollpido principal es la fosfatidiletanolamina, aun­
que contiene también pequehas cantidades de cardiolipina.
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fosfatidilglicerol y trazos de fosfatidilserina y âcido 
fosfatldico. El tratamiento con fosfollpasas del enzima uni 
do a la membrana no reduce su actividad especlfica ya que 

permanecen todavla unidos una considerable cantidad de fos 
follpidos a la membrana. 8in embargo, al eliminar los fos­
follpidos de la ATPasa soluble (cuya proporcién para el mâ 
ximo de actividad ha demostrado ser 80 de fosfollpido/ 
/mg ATPasa) mediante centrifugacién o cromatografia de in­
tercambio iénico, la actividad desciende y para su parcial

2+ 2+restauracién necesita la adicién de Mg o Ca mâs un ex­
tracto de fosfollpidos de E. coli. Las preparaciones de 
ATPasa que han recuperado su actividad no difieren de la 
ATPasa soluble en sus propiedades cinéticas.

Las ATPasas implicadas en el transporte activo de 
Na y K del cerebro y rihén de rata, son también lipopro­

téines que dependen de fosfollpidos (especialmente fosfati 
dilserina) para desarrollar al mâximo su actividad enzimâ­

tica (102, 103) y lo mismo ocurre con la ATPasa transportado 
2 +ra de Ca del retlculo sarcoplâsmico (104, 105). La inter 

pretacién que Peters y Ahlers dan acerca de estos hechos 
es que el sistema ATPasa es una parte integral de la mem­

brana aunque débilmente unido a la misma.
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1,2.5 jo enziraa-membr^a.

La reconstitucién del complejo enzima-membrana ha 
sido muy bien estudiada en particulas submitocondriales 
producidas por sonicacidn de las mitocondrias. Racker con 

siguié particulas desprovistas de mediante el trata­
miento con urea, e incubândolas con exceso de P_ reconsti1 —

tuian particulas morfol6gica y funcionalmente anâlogas a 
las sin tratar (106). Posteriormente el problema ha si 
do abordado por un gran ndmero de investigadores (para re 
visidn véase 48). Sehalaremos que para la unién de a 
la pieza basal es absolutamente necesaria la presencia de 
OSCP que sirve de enlace entre ambas, implicândose de elle 
que posee un sitio de fijacién para cada uno de estos corn 
ponentes. OSCP es capaz de unirse de nuevo a la pieza ba­

sai en ausencia de F^. Los experimentos de reconstitucién 
en cloroplastos no han dado resultados définitives, debi- 
do a que no se han conseguido particulas totalmente des­

provistas de CF^. El método mâs utilizado para liberar 
CF^ de las membranas es el tratamiento de las mismas con 

EDTA, y se cohsiguié una reconstitucién de casi el 100% 
ahadiendo CF^ a particulas asi tratadas (107). El grado 
de reconstitucién, sin embargo, era dependiente de la acti
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vidad especlfica original de los cloroplastos ya que los 
muy activos s6lo alcanzaban una reconstitucién del 20%, 

por lo que no se pueden sacar conclusiones Claras por el 
momento.

En ATPasas bacterianas los mâs detallados y comple-
tos estudios de reconstitucién son los llevados a cabo en
S. faecalis por Abrams y col. (58, 60, 108) con membranas
desprovistas de este enzima. El ensamblaje "in vitro" se
ha estudiado ahadiendo cantidades variables de ATPasa solu
ble a una cantidad fija de membranas, observândose que la
reconstitucién es funcién del enzima ahadido. Se investigé

2+el papel del Mg (catién necesario para la actividad hi-
drolitica de la ATPasa) en la reconstitucién del complejo,
evidenciândose que si bien su presencia no es necesaria
para que la ATPasa vuelva a fijarse a la membrana, si lo

es para la estabilidad del complejo una vez ensamblado.
Esta observacién sugiere la existencia de dos tipos de in

teracciones entre el enzima y su sitio de fijacién en la
2+membrana, una de las cuales implica al Mg . Posteriores 

estudios han demostrado la existencia de una proteina de- 
nominada "nectina", que se libera de la membrana en la 
fraccién ATPasa soluble y que es indispensable para la re-
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constitucién del complejo (60). En B. megâterlum. los oa- 
2+ 2 +tiones (Ca y Mg ) son esenciales para que la ATPasa so 

lubie se fije a la membrana (62, 63) y para ello es nece­
sario que ésta esté totalmente desprovista de enzima, lo 
que sugiere que la ATPasa se fija en un nümero limitado de 
sitios en la membrana.

1.2.6 Fijacién de adenfnnucleotidos.

El estudio de la interaccién entre adenfnnucleotidos 
y las ATPasas es el primer paso para comprender la fija­
cién nucleotfdica a los factores de acoplamiento y como es 
tos nucleotidos fijados estân implicados en la fosforila­
cién oxidativa y fotosintética y en los demâs procesos de 
transduccién de energfa.

Harris y Slater (109) aislaron F^ de mitocondrias de 
corazén de buey encontrando que contenta 5 moles de adenfn 

nucleotido fijado por mol de enzima, de los cuales 3 eran 
ATP y 2 ADP. Estos nucleotidos unidos se mantienen fijos 
después de precipitacién repetida con (NH^)SO^ y filtrando 
a través de Sephadex se eliminan sélo parcialmente. Sin em 

bargo la desnaturalizacién por el frio libera por completo 
los nucleotidos del enzima, lo que sugiere que la fijacién
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de los mismos es ima propiedad de la estructura cuatema- 

ria. POsteriores estudios realizados (110) llevaron a la 
conclusion de que la inactivaciOn por fric producla tam- 
bién liberaciOn de los nucleotidos y pérdida de actividad 

ATPasa. La reactivaciOn era paralela a la nueva fijaciOn 

de estos nucleotidos al enzima, El intercambio de nucleo­
tidos libres con los fijados era muy pequeno en el enzima 
nativo (0,8 moles de ATP y 0,4 de ADP) mientras que en la 
ATPasa inactivada por el frio era mucho mayor (1,6 moles 
de ATP y 1 mol de ADP). La preparaciOn anâloga de Garret 
y Penefsky (ill) concuerda con la de Harris y col. en la 
ausencia observada de AMP unido a la molécula, pero no en 
la cantidad de moles de ATP y ADP unidos al enzima. Mlen- 
tras Harris encuentra 3 moles de ATP y 2 de ALP/mol P^, 
los resultados de Penefsky son de 2 moles ATP y 1 mol ADP/ 
mol proteina. Ambos estân de acuerdo sin embargo en que la 

fijaciOn de estos nucleotidos es muy fuerte (aunque no co- 
valente). Anadiendo al medio ADP,Penefsky encuentra que el 
enzima nativo contiene también dos sitios de fijacidn ré­
versibles para el ADP, uno de ellos con afinidad muy alta, 
lo que concuerda con los estudios previos de Hilbom y 
Hammes (112), compitiendo por estos sitios el anâlogo del
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ATP, AMP-P(NH)P. La fijacidn de ATP es diflcil de estudiar 
debido a la accidn hidrolltica del enzima, pero al haberse 
encontrado dos sitios de fijacidn para su anâlogo es Idgi- 
00 suponer que el ATP posee también dos sitios de fijacién; 
sin embargo, cuando los nucleotidos se liberan del enzima, 
éste es capaz de fijar 4 moles de ADP y casi 5 moles de 

AMP-P(NH)P por mol, con lo que parece razonable concluir 
que contiene un limite inferior de 5 sitios de fijacién 
de adeninnucleotidos, conslderando que estos sitios pueden 
haberse danado durante la manipulacién experimental.

Las preparaciones de P^ de higado de rata (113) tam­
bién demuestran contener dos sitios de fijacién reversible 
para el ADP, uno de gran afinidad especifica para el ADP y 
dADP y otro de menor afinidad que se sugiere que es el cen 
tro catalitico de la actividad hidrolitica ATPasa, ya que 
el ADP es un patente inhibidor de la misma como hemos indi- 

cado. En ninguna de las preparaciones mitocondriales, ya 
sean de higado o corazén, se ha encontrado que el AMP se 
fije al enzima. Catterall y Pedersen han observado que P^ 
de higado de rata tiene también fijado ATP y ADP pero a 
niveles mucho menores que el enzima de corazén (<2 mol/mol 
P^). Esto puede estar relacionado o bien con diferencias
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bésicas entre ambas ATPasas o con diferencias en los mé- 
todos de preparacién (50).

Roy y Moudrianakis (114, 115) han encontrado en la 
ATPasa de cloroplastos dos sitios de fijacién para el ADP, 

pero a diferencia de mitocondrias, la fijacién del ADP va 
acompahada de un proceso estequiométrico de transfosforila 
cién: el p-fosfato de una molécula de ADP es transferido 
a la otra molécula de ADP firmemente unida, dando como re- 
sultado una molécula de AMP y otra de ATP que no se libe­
ran con facilidad. 8in embargo aunque el AMP permanezca 
unido a la molécula de enzima, CP^ al igual que mitocon­
drias no fija AMP ahadido externamente como hace con ADP, 
ATP o sus anâlogos.

Del mismo modo que en las mitocondrias (y en las es- 

pecies bacterianas estudiadas como veremos a continuacién), 
CP^ contiene nucleotidos firmemente unidos. Harris y Slater
(116) demostraron que el enzima unido a la membrana posee 

1,9 moles de ATP y 1 mol de ADP por mol de proteina. Al 
solubilizar la ATPasa por procedimientos suaves, los nu­
cleotidos se liberan también de la membrana pero en CP^ pu 
rificado la cantidad ha disminuido: 0,8 moles de ATP y 0,7 
moles de ADP por mol de proteina (tampoco en este caso se
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observa AMP);la razén de esta disminucién puede deberse a 
alguna desnaturalizacién de la ATPasa durante el proceso 
de purificacién. El intercambio de los nucleotidos fija­
dos al enzima unido a la membrana con ADP y ATP anadidos 

al medio, es prâcticamente total cuando se iluminan las 

membranas en presencia de un mediador redox (piocianina); 
si no se suministra alguna de estas dos condiciones, el 
intercambio es practicamente nulo, lo que sugiere que para 
que tenga lugar es necesario el transporte electrénico.
Los parâmetros que regulan el intercambio (pH, intensidad 
de luz, etc...) han sido objeto de un reciente estudio

(117).

En bacterias, la fijacién y posible papel de los

adeninnucleotidos a la ATPasa ha recibido menos atencién
que en mitocondrias ocloroplastos. Los primeros estudios

llevados a cabo en S. faecalis por Abrams y col. (ll8)
32dieron como resultado una incorporacién de Pi en el enzi

ma cuando las células del microorganisme se crecian en pre
32sencia de dicho isétopo. El Pi permanecia unido a la 

ATPasa a lo largo de todos los procesos de purificacién 
estimando una cantidad de 5-10 moles Pi/mol BP^. Una in- 
vestigacién posterior llevada a cabo por los mismos auto-
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res (119) condujo a la identificacidn dela forma en que el 
Pi estaba unido a la molécula. Detectaron ATP, ADP y Pi 
pero no AMP. La fijacién "in vitro" de estos compuestos 
al enzima purificado dié una estequiometria de 1 mol de 

ATP, 1 mol de ADP y 0, .1 moles Pi por mol de BP^. Como es­

ta fijacién de nucleotidos "in vitro" se llevé a cabo a 
concentraciones de solo 50 ̂ M y, ya que las concentracio 
ne8 de ATP, ADP y Pi intracelulares son mucho mayores, es 
de suponer que "in vivo" ocurra una fijacién similar. El 
complejo BP^-nucleotido que se forma "in vivo" (denominado 
endégeno) se comporta de un modo diferente del formado "in 
vitro" (complejo exégeno) (120): mientras el complejo endé 
geno no es desplazable por nucleotidos ahadidos exterior- 
mente, el exégeno si que lo es, lo que sugiere que las for 

mas desplazable y no desplazable del fuerte complejo ATPasa- 

-nucleotido corresponden a dos estados conformacionales 
del enzima diferentes, no siendo por tanto équivalentes 

ambos complejos. La estequiometria de la fijacién nucleoti 
dica es anâloga a la de Alcaligenes faecalis (1 mol ADP y 
1 mol ATP/mol ATPasa) (121), aunque en este microorganisme 
no pudo utilizarse ATP como ligando a causa de la actividad 
hidrolitica del enzima que producia relaciones molares de



42

fijacién de ATP que variaban entre 0,5 y 2 segün las pre­
paraciones; por este motive se utilizé el AMP-P(NH)P. Se 
observé que, al igual que en mitocondrias, el ADP y el 
anâlogo del ATP compiten por el sitio de fijacién. Con AMP 
el enzima no forma tampoco ningiîn complejo estable.

los dltimos estudios sobre fijacién nucleotidica en 
BP^ se han efectuado en el microorganisme E. coli (122), 
hallândose que el enzima puro contiene 2,2 moles ATP, 0,4 
moles de ADP y 0,1 moles de por mol de enzima. El com­
plejo es bastante estable pero la inactivacién de la 
ATPasa es paralela a la liberacién de nucleotidos de la 
misma, como sucede en la ATPasa de corazén de buey.

Como resumen de lo anteriormente expuesto, podemos 
sacar las siguientes conclusiones générales:

- Las ATPasas mitocondriales, de cloroplastos y bacterias 
contienen, tanto en su estado unido a la membrana como 

purificado, adeninnucleotidos fijados a su molécula.

- Esta fijacién es muy fuerte, pero no covalente, con lo 
que el complejo ATPasa-nucleotido es altamente estable.

- La identificacién de los adeninnucleotidos ha llevado 
en todos los casos a la deteccién de ATP y ADP pero 
nunca AMP.
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- La cantidad de moles de nucleotido por mol de enzima 
varia segûn sea la fuente biolégica de la que proviens 
la ATPasa. La Tabla II puede proporcionarnos una vi- 
sién cuantitativa global.

1.2.7 ATPasa de Micrococcus lysodeikticus.

IsMkawa y Lehninger estudiando la fosforilacién oxi
dativa en esta bacteria gram positiva y estrictamente aero
biana, encontraron una actividad ATPasa en la membrana ci-
toplâsmica (123). Mâs tarde, Ishikawa identified un factor
de acoplamiento de la fosforilacién sensible al calor (a
diferencia de las ATPasas de mitocondrias y cloroplastos
que son sensibles al frio) como ATPasa de membrana (124).
Ambas actividades (ATPasa y factor de acoplamiento) se so
lubilizaban al lavar las membranas de M. lysodeikticus con

agua y sedimentaban juntas en gradients de densidad, sien-
2+do el coeficiente de sedimentacién 13 S. Tanto el Ca co- 

2+mo el Mg activaban la ATPasa. Aunque su actividad especi
fica era muy baja aumentaba muchisimo después de tratar el

2+complejo ATPasa-Ca con tripsina. Salton, Munoz y col. 
han estudiado los diversos aspectos de este enzima que es
el componente principal de la membrana plasmdtica de M. ly­
sodeikticus . ya que représenta el 10% de su contenido pro- 
teico total. (72)



TABLA II: Nucleotidoc y fésforo inorgânico fijado 

de F^, CF^ y BF^.

a las moléculas

Fuente de ATPasa moles ATP 
mol ATPasa

moles ADP 
mol ATPasa

moles de Pi 
mol ATPasa

Mitocondrias de corazén 
de Luey (109 - 111) 3 (109) 

2 (111)

2 (109) 

1 (111)

——

Cloroplastos (116) 0,8 0,7 ——

S. faecalis (118, 119) l‘ 1* 0,1

E. coli (122) 2,2 0,4 0,1

^ Fijacién "in vitro".
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Munoz y col. (73) han estudiado su liberacién selec 
tiva de las membranas mediante lavados con tampén de baja 
fuerza iénica (para mayores detalles, véase Materiales y 
Métodos). Este procedimiento denominado "choque osmético" 

es similar al utilizado para solubilizar la ATPasa de S . 
faecalis (58). La morfologla de la ATPasa de M. lysodeik­
ticus ha sido descrita por tincién negativa al microsco- 
pio electrénico como particulas circulares de 100 A de diâ 
métro. Cada partfcula parece constar de seis subunidades 
periféricas y una unidad central (72). Esta apariencia 
fue confirmada mâs tarde por Whiteside y Salton (78).

La ATPasa unida a la membrana présenta propiedades 
diferentes de la ATPasa soluble y purificada. En el estado 
unido a la membrana muestra considerable especificidad por 
el ATP y necesita la accién de la tripsina y Mg para ser 

activa. Ademâs présenta formas interconvertibles (por ca- 
tiones) con diferentes caracterlsticas de activacién por 
Ca^* y latencia de posible significado regulatorio (125- 
-127). El enzima soluble no necesita tripsina para su ac­
tividad, aunque ésta le estimula un 50% en los primeros
estudios realizados al respecto, y se activa preferentemen 

2+te por Ca
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La purificacién de la ATPasa ha sido llevada a cabo 
por filtracién en gel (128) y por electroforesis prepara- 
tiva en gel de poliacrilamida (PAGE) (129). El enzima purl 

ficado tiene un coeficiente de sedimentacién de 14-15 S 
y una actividad catalitica estimulada por Ca . En elec­
troforesis en gel en condiciones disociantes este pre 
senta un patrén de subunidades consistante en dos mayori- 
tarias, ^ y ̂  , de pesos moleculares de 55.000 y 50.000 
Dalton , y dos minoritarlas y ^ de pesos moleculares 
41.500 y 35.000 Dalton respectivamente (130). El peso 
molecular del enzima ha sido establecido en 350.000 Dal­

ton y la férmula propuesta es:  ̂ f  3 î  ̂ * Recientemen-
te en nuestro laboratorio se obtuvo una subcepa (que se 
llamé B) de M. lysodeikticus cambiando las condiciones de 
crecimiento (utilizacién repetida de caldo comdn en lugar 

de peptona y extracto de levadura para la resiembra) y la 
ATPasa obtenida présenta un componente de baja movilidad 

relative, denominado X (peso molecular: 90.000 Dalton ) y 
carece de la subunidad de peso molecular 41.500 (l3l). 
Por lo tanto la subunidad y de este BF^ corresponde a la 
& de la cepa original, con un peso molecular de 35.000 
Dalton , BF^ procedente de la cepa B puede presenter dos
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formas; Bj (enzima inactive) que no es estimulable por 
tripsina y su actividad especifica es muy baja, y B^ (en­
zima active) de elevada actividad especifica, que en aigu 
nos casos no es estimulable por tripsina y en otros lo es 

hasta un 100% de su actividad basai. En este ültimo caso 
el patrén de subunidades muestra la presencia de un compo 
nente, C., de peso molecular 25.000 Dalton que Carreira 
y col. han identificado como el inhibidor natural de la 
ATPasa (132).

Salton y Schor (133, 134) han utilizado otro proce 
dimiento diferente del "choque osmético" para solubilizar 
la ATPasa. Consiste en la extraccién de membranas con 
n-butanol, con lo que se forma un sistema bifdsico en cuya 
fase acuosa se libera el enzima que no es estimulable por 
tripsina y contiene exclusivamente las subunidades mayori 
tarias o< y p . Salton sugiere que las protefnas adiciona 

les de la ATPasa solubilizada por "choque osmético" poseen 
un papel regulatorio de la actividad enzimâtica y de la 

asociacién del enzima a la membrana.

La ATPasa esté localizada exclusivamente en la super 
ficie interna de la membrana plasmdtica de M. lysodeikti- 
ous. como se ha probado mediante observaciones inmunolégi-
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cas (135), y es el componente antigénico principal de la 
membrana. los anticuerpos contra la proteina no se elimi- 
nan del antisuero de la membrana mediante absorcién con 

protoplastos intactos, lo que indica que los déterminan­
tes antigénicos que présenta el enzima puro o son inacce- 

sibles o no estân localizados en la cara externa de la mem 
brana del protoplasto. La localizacién de la ATPasa se ha 

estudiado también con experimentos de marcaje con iodo, 
comparando la accesibilidad a la iodinacién del enzima en 
membranas aisladas y en protoplastos intactos (136). La 
ATPasa de los fragmentos de membrana se iodizaba, mientras
que no sucedia asi cuando los protoplastos intactos reac- 

125cionaban con I, lo que sugiere una localizacién interna 
del enzima en la membrana.

La ATPasa purificada de M. lysodeikticus es antigéni 

ca en conejos. Whiteside y Salton han descrito la interac- 
cién de un suero anti-ATPasa con el enzima de M. lysodeik­
ticus y de otras bacterias (78). El anticuerpo obtenido es 
especifico para la proteina e inhibe por completo su acti­

vidad hidrolitica. Un anâlisis de la cinética de inhibicién 
indicé que es no competitiva con respecto al sustrato indu 
so cuando éste y el anticuerpo se mezalan simultâneamente 
con la ATPasa. Por lo tanto parece ser que el anticuerpo no
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se fija al centre catalitico sino en cnalquier otro sitio 
del enzima.

La comparacién de la reactividad cruzada y la sensi- 
bilidad de otras ATPasas bacterianas a la inhibcién por el 
antisuero especifico para la ATPasa de M. lysodeikticus es 
un método sensible para estudiar las relaciones entre los 
enzimas de diferentes especies. La continuidad de las ban­
das de precipitina para las ATPasas de Sarcina flava. Sar- 
cina lutea y M. lysodeikticus indican que los enzimas de 
estas très bacterias son estructuraimente similares mien­
tras que las ATPasas de Micrococcus varians, Sporosarcina 
ureae y B. subtilis no reaccionan con el antisuero.

1.3 Biosintesis de ATPasas en mitocondria, cloroplastos 
y bacterias.

Ya hemos indicado que gran cantidad de proteinas ce­
lui are s se sintetizan en los ribosomas citoplâsmicos, pero 
ciertos orgânulos, como son las mitocondrias y los cloro­
plastos, poseen su propio sistema para sintetizar proteinas. 
La utilizacién de inhibidores de sintesis proteica es un 

método muy util y sencillo para distinguir si una determi- 
nada proteina es de origen citoplâsmico o se ha sintetiza- 
do en el propio orgânulo: el cloranfenicol (CAP) es un an—
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tibiético que inhibe la sintesis de proteinas en mitocon­
drias, cloroplastos y bacterias, mientras que la ciclohexi 
mida inhibe la llevada a cabo en el citoplasma de las cé­

lulas eucariéticas.

La biosintesis del complejo ATPasa mitocondrial ha 

sido estudiada en células de levadura reprimidas por glu- 
cosa durante la adaptacién a un medio de bajo contenido en 
azdcar (desrepresién)• Es precise indicar que cuando el 
contenido en glucosa del medio es muy alto, la célula no 
necesita de la fosforilacién oxidativa para su crecimiento 
y no sintetiza los enzimas necesarios para llevar a cabo 
el proceso. Por tanto, la ATPasa mitocondrial no aparece 
hasta que las células reprimidas no vueIvan a incubarse en 
un medio de desrepresién. Este sistema bâsico experimental 
ha sido utilizado para examinar el efecto de los inhibido­
res de sintesis proteica con objeto de determinar el ori­
gen biosintético de los componentes de la ATPasa mitocon­
drial.

I.- Biosintesis de

Schatz (137) y Kovâc y Weissovâ (138) encontraron que 
los mutantes "petite" (déficientes en sintesis de pro­
teinas mitocondriales) de levadura sintetizaban una ATPasa
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insensible a oligomicina que era indistinguible de en 
base a sus propiedades cataliticas y fisicas. Esta obser- 
vacién sugeria un origen citoplâsmico de F^ y se comprobd 
mâs tarde con el estudio de inhibidores realizado por 

Tzagoloff y col. (139, *140).

Cuando la levadura reprimida por glucosa se incubé 
en un medio de desrepresién con cloranfenicol, se sinteti 
zaba nueva ATPasa, cosa que no sucedia si la incubacién 
se llevaba a cabo en presencia de cicloheximida. la ATPasa 
sintetizada en cloranfenicol era afectada por inhibidores 
especificos de F^ y por antisuero para F^. Para determi­
nar si todas las subunidades de F^ eran sintetizadas por 
los ribosomas citoplâsmicos, la incubacién en CAP tuvo 
lugar en presencia de [̂ ĉ] leucina. la subsiguiente puri­
ficacién de la ATPasa marcada y el anâlisis de sus subuni 
dades demostré que los 5 polipéptidos que componen F^ se 
trasladan y ensamblan en una ATPasa funcional independien 
temente de la sintesis proteica mitocondrial.

II.- Biosintesis de OSCP

El origen biosintético de OSCP se ha estudiado por 

el mismo método utilizado para F^. En ausencia de prépara 

ciones puras de OSCP se ensayé la proteina por su capacidad
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de estimular la fijacién de a las membranas (ya hemos 
indicado en la seccién 1.2.5 que OSCP es indispensable 
para esta fijacién). F^ procedente del sobrenadante post- 
ribosémico de células de levadura incubadas en un medio 
de desrepresién y tratadas con CAP, era capaz de fijarse 
a membranas mitocondriales sin OSCP exégeno y la ATPasa 
reconstituida era sensible a rutamicina. Esta observacién, 
junto con el hecho de que en presencia de cicloheximida el 
sobrenadante postribosémico es incapaz de estimular la fi­
jacién de F^ a las membranas, demuestra que OSCP es un pro 
ducto de la sintesis proteica citoplâsmica (l4l). Se ha ob 
tenido evidencia de que F^ y OSCP se sintetizan en cantida 
des estequiométricas durante la incubacién en cloranfeni- 
col pero estân présentes en el sobrenadante como entidades 
separadas sin formar un complejo fisico (141).

III.- Biosintesis de la pieza basai.

El hecho de que F^ y OSCP, sintetizados en presencia 
de cloranfenicol, no puedan incorporarse en la membrana pa 
ra formar una ATPasa funcional sugiere que la pieza basai 

del complejo no se sintetiza bajo esas condiciones, por lo 
que debe ser un producto de la sintesis proteica mitocon­
drial. Para demostrar esta posibilidad se incubaron célu-
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las de levadura reprimidas por glucosa en un medio de des 
represién con cloranfenicol, transfiriéndose después a 
otro medio con cicloheximida y [^]leucina (142). Los re 
suitados indicaron que las dnicas proteinas radiactivas 
son las que componen la pieza basai del complejo, por lo 
que se puede afirmar sin lugar a dudas que este componen­
te de la ATPasa se sintetiza en la mitocondria.

Los experimentos realizados por Stratman y col.(143) 
en la ATPasa mitocondrial de higado de rata corroboran 
los resultados de Tzagoloff en levadura. Estudiaron la in 
corporacién de L-P^s] metionina en la ATPasa y sus subuni­
dades y su transferencia a la membrana mitocondrial inter 
na. Controlaron la incorporacién del aminoâcido radiacti- 
vo al enzima mediante anâlisis en gel de poliacrilamida y 
encontraron que la cicloheximida inhibla en un 86% esta 
incorporacién lo que implicaria una sintesis extramitocon 
drial de la mayorla de los componentes del complejo. La 
[^^s] ATPasa, disociada por frio en sus subunidades, se 
transferla "in vitro" a la membrana mitocondrial interna 

en mayor cantidad que la ATPasa nativa. El cloranfe

nicol no inhibla esta transferencia de la [^^sj ATPasa na 
tiva, lo que no concuerda con lo postulado por Tzagoloff
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(144), aunque al incorporar [^^c] metionina al enzima 
"in vivo" algunas proteinas, que podrian corresponder a 
las de la pieza basai, no se sintetizaban en presencia de 
CAP.

Las primeras investigaciones de sintesis proteica 
en cloroplastos de espinaca demostraron que este orgânulo 
celuiar, al igual que las mitocondrias, es capaz de sinte­
tizar algunas de sus propias proteinas (145). Mendiola - 
Morgenthaler y col. han estudiado recientemente la sinte­
sis de CP^ en cloroplastos aislados incubândolos en la luz
con metionina 6 ^hJ leucina (146). La evidencia de-
muestfa que aunque CP^ aparece marcado, s6lo sus dos sub­
unidades mayoritarias, y p , son sintetizadas por los ri 
bosomas del cloroplasto, mientras que las minoritarias lo 
hacen posiblemente en el citoplasma, a diferencia de P^ 
mitocondrial.

La biosintesis de BP^ no habia sido abordada hasta 

el momento en ningiîn microorganismo. Los estudios de bio­
sintesis de proteinas de membrana llevados a cabo en 
E. coli (147, 148), B. subtilis (149, 150), B. cereus (151) 

y M. lysodeikticus (152, 153), han tenido como principal 
objetivo el observer el control de la sintesis de estas
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proteinas variando las condiciones del medio de cnltivo 

donde crecen las células y el efecto de inhibidores, espe 
cialmente cloranfenicol, con la esperanza de obtener in- 
formacién acerca de los procesos de biosintesis de la mem 

brana bacteriana. Se ha observado en general que mientras 
el cloranfenicol inhibe la sintesis de proteinas citoplâs 
micas, esta inhibicién es sélo parcial en el caso de las 
proteinas de membrana, lo que implicarla que éstas poseen 
diferente sensibilidad a la accién inhibidora del antibié- 
tico. En M. lysodeikticus se ha estudiado ya esta actitud 
selectiva en la ATPasa; los resultados han demostrado que 
la sintesis de este enzima no se inhibe con las cantida- 
des de cloranfenicol que producen una inhibicién del 74- 
78% en las demâs proteinas (153). El porqué de este fené- 
meno no esté suficientemente claro pero se ha sugerido 
(154) que podrla deberse a la existencia de sitios de bio 
sintesis que serlan especificos de algunas proteinas de 
membrana, y que no estarlan igualmente afectados por el 

antibiético.
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Hemos intentado resumir los principales aspectos de 
las ATPasas mâs conocidas y estudiadas hasta ahora, asi 
como los procesos de biosintesis e integracién de las mis 

mas en sus membranas respectivas. Del mismo modo que en 

mitocondrias y cloroplastos son numerosos los estudios 
llevados a cabo en lo que a biosintesis de factores de aco 
plamiento se refiere, no ocurre asi en bacterias. Esta ca 
rencia de informacién en lo que respecta a la biosinte­
sis de BP^ es lo que nos ha llevado a tratar de resolver 
el problema en nuestro presents trabajo, dada la importan 
cia que este enzima posee en la membrana bacteriana.

Antes de aborder la biosintesis de la ATPasa de 
M. lysodeikticus y después de completar el estudio de al­
gunas de sus propiedades en el estado soluble, hemos de- 

tectado la presencia de ligandos no peptidicos en la molé 
cul a enzimâtica que se han intentado identificar y cuanti 
ficar. Una vez demostrada la existencia de adeninnucleoti 
dos fuertemente unidos a BP^ de M. lysodeikticus. al 

igual que ocurre en otras ATPasas bacterianas, nos hemos 
detenido para considerar los distintos aspectos de su fija 
cién, como un primer paso en la elucidacién de los fenéme
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nos de transduccién de energîa.

En el estudio de la biosintesis de nos plantea- 
mos dos objetivos principales: '

a) comparar la sintesis de BP^ con la de las demâs pro­

teinas de membrana y del cltcplasma, para averiguar 
si la ATPasa se sintetiza en estadlos tempranos o 
tardlos del crecimiento del microorganismo utilizado.

b) comparar la sintesis de sus distintas subunidades, in 
tentando demostrar si se sintetizan independientemen- 
te unas de otras.

Dado que la coordinacién de la sintesis de proteinas 
y llpidos en las membranas celulares ha sido y es uno de 
los problemas de gran interés en el estudio del ensambla- 
je de las membranas biolégicas,hemos intentado observar si 

existe alguna relacién entre la inhibicién de sintesis li- 
pldica y la sintesis de la ATPasa, para lo cual hemos uti­
lizado la cerulenina, un antibiético que inhibe la sinte­

sis de âcidos grasos.

El microorganismo empleado en todo nuestro trabajo 
ha sido Micrococcus lysodeikticus, cuya ATPasa ha sido ca- 
racterizada y estudiada en nuestro laboratorio, y el grado 
de homogeneidad obtenido en las preparaciones del enzima
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purificado es tal, que permite abordar su estudio con gr^i 
confianza en los resultados obtenidos.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Aciilamida, bisacrilainida y TEMED : Eastman Kodak.
Mezcla de pl^aminoâcidôs, [2-^hJ glicerol (143 Ci/mol) y 

02ATP-"y- P (2,8 Ci/nmol): The Radiochemical Centre, Amer sham. 
P^p] ortofosfato: Junta de Energia Nuclear. DSS (especial- 
mente puro): BDH Chemicals Ld. Urea: Merck (para usos hio- 
quimicos). DTT: Calhiochem. Carhén active: Merck. ATP, ADP, 
AMP: PL Biochemichais. Plaças de silica gel: Merck. PB, PC, 
PC, CL: Sigma Chem. Co. Colas desecadas de luciérnaga: Sigma. 
Butil-PBD: Ciha. Colorantes: Coomassie R 250 (Schwarz/Mann), 
Coomassie G-250 (Serva), fucsina (Merck). Dextrano azul: 
Pharmacia. Azul de bromofenol: BDH. Proteinas: lisozima 
(Calbiochem), inhibidor de la tripsina de soja (Boehringer), 
tripsina (Calbiochem), seroalbdmina bovina (Sigma), DNAga 
(Calbiochem). Sephadex G-200 y G-lOO: Pharmacia. Cerulenina: 
obsequio de S. Ômura, Kitasato Institute, Tokio, Japén. 

Atebrina: Sigma.
Todos los productos utilizados son de grado analftico.

2.2 Microorganismo.

El microorganismo utilizado ha sido Micrococcus Ivso-
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delkticus (NCTC 2665), bacteria gram +, mantenido en medio 
PNB varies anos (cepa B).

2.3 Medios de cultive.

2.3.1 Medio complejo_(PWYE2. (157)

Consta de Bactopeptona 5%, NaCl 0,5% y extracto de 
levadura 0,1%. Se ajusta a pH 7.5 con NaOH y se esteriliza 
a 12020 durante 20 min.

2.3.2 Medio definido_de ^ales. (158)

Consta de K2PO4H 0,2%, Mg SO4 .7H2O 0,01%, MnCl2.4H20 

0,0002%, NH^Cl 0,1%, PeS0^.7H20 0,0004%, glutamate sédico
1%, acetate aménico 1%.

Se lleva a pH 7.5-8 con tampén fosfato de modo que 
éste quede 0,050 M en el medio; se esteriliza a 1 atmésfera 
durante 20 min. y una vez frio se anade biotina (10 jÀg/20 ml 
de medio) y pirocatecol (10“  ̂M en el medio), esterilizados 
previamente por filtracién en filtre Millipore. El medio de 

finido sélo se ha utilizado en los estudios de biosintesis 
de la ATPasa.

Para medio sélido se emplea siempre el medio PWYE con 

agar al 2%.
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2.4 Crecimiento.

Los microorganismosse cultivan en matraces de 2 !.. 
que contienen 400 ml de medio manteniéndose en agitacién 
en incubador New Brunswick a 250 rpm y a 3020. Como inéculo 
se emplean 4 ml de un precultive de 22-24 boras de incuba­
cién, a una densidad éptioa a 700 nm de 5. Una vez el cul­
tive ha alcanzado la fase de crecimiento de interés (véase 
Pig. 3) las células se centrifugan en céntrifuga Sorvall 
RC 2-B refrigerada durante 10 min., lavândose dos veces 
con tampén Tris-CIH 30 mM pH 7.5.

Cuando se marcan radiactivamente las células con 
p^pj-ortofosfato é p-^Iî] glicerol, estos compuestos se 
ahaden al medio en el tiempo 0 de crecimiento celuiar, y 
en proporciones 0,5 mCi/l y 0,85 mCi/l respectivamente. 
Las células se recogen en fase estacionaria o en fase 
exponencial cuando se especifique.

En los experimentos de biosintesis de ATPasa se dan 

a las células diversos pulsos de aminoâcidos (0,38 
mCi/l) que se ahaden al medio al principio de la fase 

exponencial del crecimiento celuiar, recogiéndose aquéllas 
al finalizar el tiempo de pulso deseado. Se llevan a cabo 

también experimentos de pulso y caza. Al final de un deter 
minado pulso, las células se recogen y centrifugan durante
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10 min. a 16.300 x g y a nna temperatura de 4^0, volvién- 
dose a resuspender en medio libre de isdtopos donde siguen 
creciendo hasta alcanzar las generaciones de interés.

Para observar la inhibicidn del crecimiento celular 

mediante el antibidtico cerulenina, se crece el microorganis 
mo en 2 l.de medio definido hasta el principio de la fase 

exponencial, memento en que se ahaden plîjaminoàcidos al 
medio (0,38 mCi/l). Se divide el cultive en dos partes: 
una que permanecerâ como control (0,8 1) y a les 1,2 1. 
restantes se anade la cerulenina disuelta en etanol en 
proporcidn 10 ̂ g/ml medio. Se siguen incubando las células 

hasta que el control alcanza una D.OyoO “  ̂ (fase esta- 
cionaria precoz).

2.5 Preparacidn de membranas y obtencidn del enzima crude.

En ambos medios, las membranas celulares se obtienen 
a partir de protoplastos previamente formados.

Para la obtencidn de protoplastos se suspenden las 

células en tampén Tris-CIH 30 mM pH 7.5 - ClgMg 5 mM 

llevado a sacarosa 0.8 M para que sea hiperténico con 
respecte a las células. A continuacién se ahade lisozima 

(0,075 mg/ml), y se deja agitando a temperatura ambiante 
durante 30 min., recogiéndose les protoplastos por centri-
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fugacién a 30.900x g durante 20 min. Los protoplastos se 
suspenden en Tris-OIH 30 mM pH 7.5 -Cl^Mg 5 mM, con lo 
que disminuye la presidn osmdtica del medio y las células 
se rompen. Se anade DNAsa (0,075 mg/ml) y se deja agitan 
do durante 10 min a temperatura ainbiente; a continuacién 
se centrifuga a 43.500x g durante 30 min (49C), obtenién 
dose en el sobrenadante el citoplasma. Se lavan las membra 
nas 4 veces con tampén Tris-CIH 30 mM pH 7.5 centrifu- 
gando 20 min a 43.500 x g. las membranas ya lavadas se
guardan a 4^0 toda la noche.

El procedimiento de "choque osmético" que sigue a 
continuacién consiste en suspender las membranas en tampén 
Tris-CIH 3 mM, centrifugando a 43.500x g durante 30 min.
Se lavan las membranas una vez màs con el mismo tampén y a 
igual velocidad y tiempo.

Cuando el microrganisme se ha crecido en medio comple
jo el enzima crudo se obtiens en el sobrenadante que résulta
después del choque osmético. Si el medio empleado es el me­
dio definido, la ATPasa es mâs lâbil y se obtiens a partir 

del segundo, tercer y cuarto lavado de las membranas, y el 
lavado que sigue al choque osmético. La proteina cruda 
(0,4-0,8 mg/ml) se concentra hasta 10 mg/ml mediants el sis 
tema de Amicén de ultrafiltracién a través de una membrana
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Diaflo XM 50 (aprox. 1,5 Kg/cra^ de N^), se libera de algunos 

componentes pesados mediante centrifugacién en ultracentrl- 
fuga Beckamn L-2 a 100.00xg, 1 h, 020 y se conserva a -2020.

2.6 Valoracién de la actividad ATPasa.

La actividad adenosintrifosfatasa se mide valorando 
la liberacién de fésforo inorgânico del ATP en una mezcla de 
reaccién de 500 jàI que contiene: 4 jumelés de ATP, 4 jimoles 
de OaOlg, 120jumol Tris-HOl pH 7.5 y una cantidad de 
ATPasa comprendida entre 40-60 jjg si esté en forma soluble 
y 5-10 Jjg si se trata de ATPasa pura; en les casos que se 
indica se anade tripsina en una cantidad de 6 jjg. Se incuba 
a 37^0 durante 5 min. La reaccién es parada en baRo de 
hielo, y el fésforo inorgânico liberado es valorado por el 
método de Piske-Subbarow, modificado por Vambutas y Racker 
(159) que consiste en lo siguiente: a la mezcla de reaccién 
se le anade directamente 1 ml de molibdato aménico al 2,5% 
en S0̂ IÎ2 5 H y 0,25 ml de un réactive que contiene 0,5 g 
de âcido 1, 2, 4 aminonaftolsulfénico, 1 g de NagSO^ y 20 g 
de NaSO^H en 200 ml de HgO destilada. Se incuba de nuevo a 

3790 durante 5 min y se mide la absorci6n del complejo fos 
fomolibdico reducido a 650 nm (0,7/mol Pi.cm).
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Con el fin de eliminar los posibles errores introdu- 
cidos por la hidrdlisis espontdnea del ATP, se hacen blan- 

008 apropiados para cada determinacidn que se tratan lo mis 

mo que las restantes muestras.

Cuando los ensayos de actividad se efectuan con ATP-J^-
32P, el medio de reacidn es andlogo al usado en el méto­

do colorimétrico. Después de incubar a 379C 5 min se para
la reaccién anadiendo 500 jkl de carbén activo al 9% en 
CIK - CIH 0,2 M pH=2, Las muestras se centrifugan a 
4.080 X g durante 20 min. El carbén activo adsorbe los 
nucleotidos, perteneciendo la radiactividad del sobrenadan­
te al Pi liberado en la reaccién. Se détermina la radiacti­
vidad de alicuotas del sobrenadante en un contador de cente 
lleo. Se hacen contrôles para todas las muestras con las 

concentraciones de ATP utilizadas en cada ensayo. Su objeto 

es corregir la hidrélisis espontânea del sustrato y la po- 
sible incapacidad del carbén activo para adsorber todo el 
ATP no hidrolizado.

Se ha definido la unidad de actividad enzimâtica 
como la cantidad de enzima que libera lyu^mol de Pi en 
1 min a 37^0. La actividad especifica se define como la 

cantidad de jumelés de Pi liberados en 1 min por mg de 
proteina.
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2.7 Determinacién de proteina.

La cantidad de proteina se détermina por método de 

Lowry y col. (160) usando seroalbümina bovina como estandar. 

Este método se basa en la reaccién de la proteina con el 
reactivo de Polin-Cicolteau para fenoles. La reaccién con­
siste en la oxidacién, catalizada por cobre, de los aminoà- 
cidos aromâticos y otros grupos, por un reactivo de tipo 
beteropolifosfato.

2.8 Electroforesis en gel de poliacrilamida.

La electroforesis en gel de poliacrilamida provee de 
un método de alta resolucién para fraccionamiento y carac- 
terizacién fisico-quimica de moléculas sobre la base de su 
tamano, conformacién y carga neta.

2.8.1 PAGE analitica en condiciones nativas.

Se realiza segdn el método descrito por Omstein y 

Davis (161, 162) con algunas modificaciones. Los geles tie- 
nen 0,6 cm de diémetro por 4 u 11 cm de longitud, al 7% 

de acrilamida é 10% cuando se especifica y al 0,183% de 
N,N'- metilenbisacrilamida. Como tampén se utiliza Tris 
5 mM-Glicocola 37,5 mM pH 8.5-0.2. La cantidad de proteina 
no ha de ser superior a 200



66

2.8.2 PAGE analitica en condiciones de disociacién.

DSStEl sistema es anâlogo al anterior, anadiendo 
0,1% de DSS a la mezcla de polimerizacién, 0,1% de DSS al 

tampén y la mezcla se pretrata con DSS al 1% calentândose 

a 8590 durante 5 min. La proporcién de acrilamida utili 

zada es del 7%.

UREA: Se ahade urea 8M al tampén del tanque supe­
rior del aparato de electroforesis y también al gel. Se 
ahade DTT 1 mM a todo el sistema. La muestra se pretrata 
con urea lOM y DTT 5 mM. La proporcién de acrilamida 
en el gel es siempre del 5,5%.

Las cantidades de proteina no han de ser mayores de 
100 jug.

Las muestras se hacen mâs densas con glicerina (exceg 
tuando las pretratadas con urea lOM) y se colocan directa­

mente sobre el gel espaciador. Se corren a 2 mA y 5 mA 

por gel el tiempo necesario para que el marcador (azul de 
bromofenol) llegue aproximadamente a 1 cm del final del 

gel.

Las proteinas se tihen de acuerdo con el método de 
Fairbanks y col. (163).
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2.8.3. Reaccién histoqulmica de la ATPasa.

Para la tincién enzimâtica de la ATPasa se utiliza el 
método de Saurge (164). Los geles se corren en la forma 

descrita para condiciones nativas, y siempre paralelamente 

con geles que se tehir'ân para proteinas. La tincién se efec 

tda siguiendo la técnica de Weinbaum y Markman (165).

Inmediatamente después de corridos se retiran de sus 
tubos de electroforesis y se incuban a 37^0 introducidos 
en un medio que contiene: ATP 8 mM, Cl2Ca 8 mM, 0,5 ml
de acetato de plomo al 2%, completândose hasta un volumen 
de 5 ml con Tris-CIH 30 mM pH 7.5. Se hacen geles con­
trol de cada muestra, los cuâles se introducen en idéntica 
mezcla que contiene los mismos reactivos excepto el ATP. 

Después de incubar durante 20 min., se lavan con agua des 
tilada para eliminar todo el precipitado de la superficie. 

del gel y se revelan con una disolucién de S(NH4)2 al 1% 

durante 1 min. Las bandas de ATPasa se visualizan con un 
color marrén oscuro de sulfuro de plomo, que se puede ha- 

cer permanente fijando los geles con acético al 7%.
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2.9 Purificacién del enzima soluble.

2.9.1 Cromatografia en columna.

La purificacién de la ATPasa se lleva a cabo por cro­
matografia en gel de Sephadex G-200, en columna de 2,5 cm 

de diâmetro por 90 cm de longitud (Pharmacia Pine Chemi­
cals). Las columnas se empaquetan segun el método descrito 
por Pisher (166) empleando una prolongacién de la columna 
del mismo diâmetro y suficiente longitud para introducir de 
una sola vez todo el gel necesario y evitar asi las posibles 
roturas del gel impuestas por adicién fraccionada. El Sepha 
dex G-200 se équilibra y eluye con tampén Tris-CIH 30 mM 
pH 8.

El volumen de exclusién (Vq) determinado como volumen 
de elucién del Dextrano azul 2000 es de 135 ml. El volumen 
de inclusién (V^ + V@) se calcula por el perfil de elu­

cién del triptéfano a 285 nm, obteniéndose un volumen de 
440 ml.

La ATPasa soluble, después de ultrafiltrada y centri- 

fugada a 100.000x g, se aplica en un volumen no superior 

a 3 ml introduciendo un mâximo de 20 mg en la columna. 
La elucién se efectüa a un flujo constante de 20 ml por 
hora y a temperatura de 4^0. Se recogen en un colector de
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fracciones LKB, midiendo el eluido a -̂ 475 mn (carotenoide 

contaminante), -^228nm (proteina, con mâs sensibilidad 
que a 280 nm) y ensayando actividad ATPasa.

La ATPasa résultante es de alta actividad especifica 

(10-15 jjLmolesPi*min~^*mg prot”^) y no es estimulable por 
tripsina.

2.9.2 Electroforesispreparativa.
mm# mm# amm m m  m#m mm# mm# m m  ^ m  mm# mm#* mmm m m

La purificacidn a homogeneidad (mayor del 96%) se 
lleva a cabo en electroforesis preparativa en gel de poli­
acrilamida tal y como ha sido descrito por Andreu y col. 
(129). Se realiza en Poly-Prep termes tatizado a 2^190, con 
geles de 80 ml (unos 6 cm de altura), determinando conti 
nuamente en el eluido (25 ml/h con bomba polistâltica en 

dos puntos del sistema de elucién) la absorcién a 278 y 

206 nm con el üvicord III. Se ensaya actividad ATPasa en 

las fracciones.

Este método dâ una forma de ATPasa de menor actividad 

que la obtenida en columna de Sephadex (2-4 ĵ imoles Pi'min^* 

m g  prot“^). Para objetivos especlficos, las preparaciones 

provenientes de Sephadex G-200 se repurifican mediante elec 
troforesis semi-preparativa.
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En ambos métodos de pnrificacién, las fracciones enzi 

mâticas se concentran por ultrafiltracién en membrana Dia­

flo XM 50 (1,5 kg/cm^ de N2) hasta 2-5 mg/ml y se conser 
van a -2020.

2.10 Localizacién de isétopos en los geles.
32 3Se corren los geles con ATPasa marcada con P é 

en condiciones nativa o disociantes segdn se especifique. A 
continuacién, sin tenir, se cortan en rodajas de 1 mm de 
gros or en un cortador de geles Mickle (The Mickle Lab. Eng. 
Co., Gomshall, Surrey, England), introduciendo 1 rodaja en 
cada vial. Se ahade 0,3 ml de DSS al 0,2% (peso/volumen) 
por vial y se congelan y descongelan en mezcla de nieve car 

bénica y acetona, unas 6-10 veces. Se incuban a temperatu­
ra ambiante con agitacién a 100 rpm durante 10 horas. A 
continuacién se ahade 3 ml/vial de liquide de centelleo 

Bray (167) y se obtienen las cuentas por minute en un espec 
trofotémetro de centelleo Packard Tri-Carb.

En todos los casos se corren contrôles paralelos de la 
misma muestra que se tihen para proteinas.

Los perfiles densitométricos se obtienen a 575 nm 
en un espectofotémetro Guilford 2400 equipado con transpor-
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tador lineal mod. 2410-8.

Otro método para localizar el en los geles consis 
te en cortar longitudinalmente el gel, una vez corrido con 
muestra radiactiva, tihendo una de las dos mitades para pro 

teina y secando la otra mitad a vacio hasta la compléta eli 

minacién del agua. La zona donde hay radiactividad se loca­
lisa mediante el Radiocromatégrafo Scanner (Packard modelo 
7201).
2.11 Extraccién de nucleotidos.

Para extraer nucleotidos de la proteina pura se em- 
plean dos métodos:

2.11.1 Fraccionamiento inicial con âcido tricloroacético.

Se trata la proteina deslipidizada con igual volumen 
de âcido tricloroacético al 10%, obteniéndose un précipita 

do que contiene moléculas de alto peso molecular. Luego de 

centrifugar (4000x g a 4^0 durante 30 min) se decanta 

el sobrenadante y se estiman los nucleotidos, El sedimento 
se extrae con alcohol al 70% conteniendo 0,1% de âcido 
perclérico y luego con alcohol etilico al 70%.
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2.11.2 Adsorcién en carbén activo.

Se desnaturaliza la proteina pura en urea 8 M y DTT 
1 mM a temperatura ambiante agitando. A la ATPasa desnatu- 

ralizada se ahade igual volumen de carbén activo (al 9% en 
CIK-CIH 0,2 M llevado a pH 2). Luego de centrifugar a 

4000X g durante 10 min., se sépara el sobrenadante quedan 
do el sedimento que contiene los nucleotidos adsorbidos en 
el carbén activo. Se liberan anadiendo un volumen de mezcla 
50% etanol y NH^OH 0,5 M. Se centrifuga a 4000x g duran­
te 30 min, obteniéndose los nucleotidos en el sobrenadante. 
Se repiten dos veces las extracciones.

En los casos en que ambos procesos se utilizaron para
identificar y cuantificar los nucleotidos unidos a la ATPasa 

32marcada con P, se midié la radiactividad de las distintas 

extracciones.

2.12 Identificacién de nucleotidos.

Los nucleotidos procédantes de las sucesivas extrac­
ciones se reducen a volumen deseado (50 ̂ l) por el secado 

a vacio producido por Rotavapor, mod. BUchi, y se procédé a 
su identificacién mediante separacién electroforética en pa 
pel Whatman 3 MM (168). El tampén utilizado se compone de 
âcido citrico 0,035 M, citrato sédico 0,0448 M y acetato
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de cino 0,003 M, siendo 3,8 el pH que provee la mejor 
reparacién del ATP, ADP, AMP y PO^", Las tiras de papel son 

de 4 cm de ancho, colocândose las muestras a 12 cm del câ 

todo. Se corre la electroforesis a 400 V durante 5 h.
Después de la migracién, las tiras se secan a 6020 una no 

che. Al aplicar las muestras se ahaden estandars de ATP,
AMP, y ADP. Los nucleotidos se revelan por absorcién de luz 
ultravioleta y se localizan las zonas de radiactividad por 
el Radiocromatégrafo Scanner.

2.13 Cuantificacién del ATP.

El ATP se détermina por la luminiscencia emitida por 
la muestra en presencia de extracto de colas de luciémaga 
que poseen luciferina y luciferasa (169). El fundamento del 
método es el siguiente:

La luciferasa, presencia de luciferina, oxigeno, mag­
nésie y ATP, cataliza la formacién de adenil-luciferina a 
partir del ATP, y luciferina. La adenil-luciferina se oxi- 

da por el oxigeno atmosférico a adenil-oxiluciferina y este 

proceso viene acompahado por la emisién de luz.
Mg2+

ATP + luciferina adenil-luciferina + pirofosfato
. enzima

02
Adenil-luciferina . " adenil-oxiluciferina + H2O t luz
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La intensldad de la luz emitida en estas condiciones es pro- 
porcional a la concentracién de ATP en la muestra.

Para preparar el extracto luciferina-luciferasa se tri 
turan 20 mg de colas de luciémaga desecadas en un homoge- 

neizador Potter, en 5 ml de tampén de arsenato sédico - 

- SO^Hg (0,05 M pH 4). La trituracién y operaciones siguien 
tes se realizan a 020. El extracto se centrifuga a 60000 x g 
durante 15 min y el sobrenadante se emplea para valorar el 
ATP.

La mezcla de reaccién esté formada por:
a) muestra problema,
b) 0,5 ml de preparacién luciferina-luciferasa,
c) 0,1 ml de SO^Mg 0,15 M, y
d) arsenato sédico-SO^Hg 0,5 M pH 7.4 hasta completar 

un volumen de 2,5 ml.

Las muestras problemas utilizadas han sido las extrac­
ciones de nucleotidos de una cantidad conocida de distintas 
preparaciones de ATPasa pura y una cantidad conocida de 
ATPasa pura desnaturalizada con urea 8 M.

Se analiza siempre el ATP de un control de ATPasa pura 
perteneciente a la preparacién correspondiente en cada caso, 
sin pretratar.
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Para medir la luminiscencia emitida por el sistema 
luciferina-luciferasa en presencia de ATP, se emplea una 
câmara de cubetas, un fotomultiplicador, un amplificador de 

corriente, una fuente de alto voltaje y un registrador.

La câmara de cubetas es una caja de madera (19x16x12,5 
cm) que estâ ligada al fotomultiplicador. En el interior de 

la câmara hay un soporte para la cubeta enfrente del multi- 
plicador, de manera que el ângulo sélido es mâximo. Entre 
el fotomultiplicador y el soporte para la cubeta hay un ob- 
turador fotogrâfico de modo que al cerrar la câmara de cube 
tas se abre el obturador y permite que la luz llegue al foto 
multiplicador. La tapa de la câmara de cubetas es de madera 
tambiën y cierra completamente.

El fotomultiplicador (EMI Electronics Ltd. Hayes, En­

gland, mod. 9659 B), se conecta a una fuente de alto voltaje 

(Keithley Instruments, Cleveland Ohio, mod. 244). El ânodo 
del fotomultiplicador se conecta a un amplificador de co­
rriente con una ganancia de -10^ volt./Amp. El registrador 

(Servograph BEA 112, Radiometer-Copenhagen) registre la se­
rial de salida del amplificador.

La luminiscencia se calibra anadiendo a cada muestra 

cantidades conocidas de ATP.
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2,13.1 Intercambio del ATP endégeno de la ATPasa por 
nucleotidos externos.

El desplazamiento de ATP enddgeno unido a la ATPasa 

por ADP exégeno se lleva a cabo como sigue:
La ATPasa purificada (350 jkg proteina en 150-200 yil 

Tris-CIH 30 mM pH 7.5) se incuba durante 20 min. a 40sc 

6 202C con concentraciones de ADP de 0,1-1 mM. Para eli­

minar el exceso de ADP que interferiria en la reaccién de 
la luciferina, las mezclas de incubacién se filtran por 
una columna pequena (Vo=l,8 ml; Vi=5 ml) de Sephadex 
G-lOO y el contenido en ATP del pico de ATPasa eluido en 
el volumen de vacio se détermina por el ensayo luciferina- 
-luciferasa.

El desplazamiento de los nucleotidos endégenos unidos
32por ATP extemo se estudia con ATPasa marcada con P. La

proteina (50 yjLg en 100 jjil Tris-CIH 30 mM pH 7.5) se in-
24*cuba a 402C durante 20 min. con ATP é ATP:Ca a con­

centraciones de 0,1-0,5-1 y 8 mM. Después de la incubacién 
las muestras se someten a electroforesis en geles de polia­
crilamida, y la cantidad de radiactividad intercambiada se 
détermina por comparacién con un control incubado sin nu- 
cleotido externo ahadido.
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2.14 Extraccién de llpidos.

Se utilizan dos métodos para la extraccién dependiendo 
de la naturaleza de la muestra:

- Las fracciones lipfdicas que preceden a la ATPasa en 
su purificacién por columna se someten a liofilizacién pre­

via en Liofilizador New Brunswick y resuspenden en agua has 
ta un volumen de 50 yml, se agitan con 3 volümenes de cloro 

formo-metanol (2:1 v/v) y centrifugan a 4000x g durante 
10 min. Se extrae la fase orgânica, y la fase acuosa se re- 
extrae por dos veces con igual volumen de cloroformo-metanol. 
Los extractos orgânicos comhinados se reducen a volumen mi­
nime mediante el secado a vacio producido por el Rotovapor 
para su subsiguiente identificacién.

- Para extraer lipides de las membranas residuales (170) 

se centrifugan a alta velocidad (40000x g durante 5 h) 
con objeto de eliminar la mayor cantidad posible de agua.

A continuacién se resuspenden en metanol (1-2 ml/mg de 

peso seco de membrana) y se calienta la suspensién a 6590 

durante 5 min. Una vez enfriado se ahaden 2 volümenes de 
cloroformo, permaneciendo 1-2 horas a temperatura ambiante. 

El residuo se élimina en filtro de fibra de vidrio y es 
reextraido agitando toda la noche en cloroformo-metanol 
(2:1 v/v). Los extractos combinados se secan a vacio.
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2.15 Identificacién de fosfollpldos.

La composicién è identificacién de fosfolipidos se lie 
va a cabo mediante cromatografia en capa fina. Las plaças 

de 0,25 mm de grosor de silicagel se activan a 10020 du­

rante 20 min, antes de gu use. Para la cromatografia en una 
sola dimensién se utiliza como solvente cloroformo:acetona: 

metanol:âcido acético: agua (5:2:1:1:0,5 v/v) y los es­
tandars empleados son cardiolipina, fosfatidiletanolamina, 
fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol. Se corren 200 ̂ g 
de cada uno y las muestras con 100 jxg de estandar. El reve 
lado se realiza exponiendo las plaças secas a vapores de 
iodo,. marcéndose el ârea donde aparecen las man chas de color 
amarillo. Estas, mâs un generoso margen, se ra span direeta 
mente desde la plaça y se introducen en viales, midiéndose 
la radiactividad en un espectrofotémetro de centelleo. Nuclear 
Ohicago Mark II, previa adicién à los viales de fluido de 

centelleo Bray.

En la cromatografia en dos dimensiones se usa como 

solvente en la primera dimensién cloroformo:metanol:agua 

(65:25:4 v/v) y como segundo solvente cloroformo:acetona: 

metanol:âcido acético:agua (5:2:1:1:0,5 v/v). En cada plaça
hay un sélo punto de aplicacién de la muestra con los estan­
dars (situado a 6 cm de uno de los fârtices en la diagonal
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de la plaça). El método de revelado y deteccién de la radlac 
tividad es anâlogo al caso de cromatografia unidimensional.

2.15.1 Identificacién__especifica del fosfatidil^licerol. (171)

El fosfatidilglicerol, en oxidacién con periodato, li­
bera formaldehido que dâ color piîrpura con el reactivo de 
Schiff. Ya que el fosfatidilglicerol es el ünico fosfolipido 
que tiene un glicerol 1-sustituido, es fâcilmente distingui- 
ble por estos reactivos.

La plaça con la muestra una vez cromatografiada y seca, 
se pulveriza con una solucién al 1% de periodato sédico hasta 
que el âcido silicico estâ completamente saturado. Los lipi- 
dos se manifiestan a menudo en este estado como manchas opa- 
cas en un fondo trasliîcido. Después de que haya tenido lugar 
la oxidacién durante 5-10 min., se élimina el exceso de per­
iodato tratando la plaça con una solucién al 2% de tiosulfato. 
Durante este proceso la plaça se colorea al principio de ma­
rrén debido al iodo liberado, y después se vuelve incolora. 
Finalmente se pulveriza ligeramente con el reactivo de Schiff 
(solucién al 1% en agua de hidrocloruro de pararosanilina de- 
colorada por saturacién con anhidrido sulfuroso). El color 
piîrpura producido por el fosfatidilglicerol aparece casi inme 
diatamente.
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2.16 Reconstituclén del complejo enzlma-membrana.

Los experimentos se lievan a cabo con enzima soluble 
y una cantidad de membrana residual fija (0,5 mg) en un 
volumen final de 1 ml.

En distintos tubos se introducen: membranas, enzima 

soluble, catién (Oa^* 6 Mg^^) y tampén Tris-CIH pH 7.5 
hasta completar el volumen final. Se hacen contrôles corres 
pondientes sin membranas y otros sin enzima. Se ensayan 4 
procedimientos diferentes:
1) Variando la concentracién de enzima soluble (0,2, 0,5

y 1 mg). La cantidad de calcic es 8 mM y el tampén
Tris-CIH 30 mM pH 7.5.

2) Variando la concentracién de enzima soluble a distinta 
fuerza iénica del médio. Anâlogo al anterior, con Tris- 

-CIH 100 mM pH 7.5 como tampén.

3) Variando la concentracién de iones Câ "*". La cantidad de
pxenzima es de 0,5 mg y las concentraciones de Ca usadas 

son 1, 5, 10 y 50 mM. La fuerza iénica del medio es 
30 mM.

2 +4) Variando la concentracién de iones Mg . La cantidad de

enzima y fuerza iénica son anâlogas al (3). Las concen-
2+traciones de Mg son de de 1, 5 y 10 mM.
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Los tubos se agitan durante 5 min y se dejan 10 min 

a temperatura ambiante. A continuacién se centrifugan a 
43500X g durante 30 min a OGQ.

Para los ensayos de actividad enzimâtica de los sobre

nadantes, se toman alicuotas de los mismos que correspondan
a 60 jig de proteina soluble (igual volumen se toma del blan
00 que lleva solamente membranas residuales y tampén, para
restar los niveles de ATPasa que hubieran podido quedar en

2+las membranas teéricamente desprovistas de enzima). El Ca 
2+é Mg (cuando se especifique) ahadido al medio de reaccién

es el necesario para que la concentracién final sea de
2+ 2+4 ̂ moles de Ca é 2,5 ̂ moles de Mg . La cantidad de ATP

es de 4 jmmoles y los ensayos se lie van a cabo en presencia 

de tripsina (6 jxg).

La actividad se détermina por método colorimétrico.
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3. RESULTADOS.

3.1 Caracterlzacién enzimâtica de la ATPasa soluble de 
M. lysodeikticus.

La "alotopia" o alteracién de las propiedades funcio 
nales de un enzima de membrana segân sea su estado fîsico, 
hace que para su caracterizacién total sea absolutamente ne 
cesario estudiar todos y cada uno de los estados en que pue 
de presentarse. La ATPasa de M. lysodeikticus. como ya indi 
camos en la Introduccién (1.2.7), es un enzima que présenta 
variaciones alotépicas considerables, y dado la gran infor- 
macién que poseemos acerca de sus propiedades en el estado 
unido a la membrana y purificado (126 y 130 entre otros), 
nos parece indispensable completar estos estudios con la ca 

racterizacién de la ATPasa soluble, dirigiendo nuestra aten 
ci6n a très de las propiedades que varian mâs ostensiblemen 
te al pasar de un estado a otro; accién de la tripsina y de 

los cationes divalentes en la estimulacién de la actividad 
enzimâtica, y efecto de dos inhibidores, diciclohexilcarbo- 
diimida y atebrina.
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3.1.1 Efecto^de la_trlésina sobre la^ATPasa soluble.

Los experimentos llevados a cabo con objeto de escla- 

recer este efecto, demuestran que la actividad hidrolitica 
de la ATPasa soluble se estimula en un 150-200 % sobre su 
actividad basai. Esta estimulacién es independiente de que

2*f 2 +el catién ahadido en el medio de reaccién sea Ca é Mg , 
e independiente también de que el enzima esté o no concen- 
trado por filtracién a través de un tamiz molecular.

En la Pig. 4 puede observarse la estimulacién de la 
actividad hidrolitica a distintas concentraciones de tripsi 
na. En el rango de concentracién 4-10 ̂ g tripsina se loca­
lize la mâxima estimulacién. El descenso de actividad provo 

cado por concentraciones mâs elevadas puede explicarse por 
la accién proteolitica de la tripsina.

Con objeto de estudiar los cambios inducidos en la mo 
lécula de ATPasa por accién del enzima proteolitico se em- 

plearon geles de poliacrilamida al 7% de 4 cm de longi­
tud, con y sin DSS. Los resultados obtenidos en ausencia de 

DSS se ilustran en la Pig. 5. La banda 1 (movilidad relati- 

va=0,24), que corresponde a la ATPasa nativa, muestra una 
tendencia a desdoblarse cuando reacciona con el sustrato co 
mo se ve comparando los geles B y C, apareciendo una banda



Q.

*o
cn

sopDLUJo; y  ep S0|oujri

1 •o d
CQ CQ O XDo 0 •iH
Qi X o Ü
m cd Ü Ü
aJ CQ Cd
Ps PÎ VH <D
EH CD CQ u
«Î

CQ
cd

CD
cd O *» 'd
rH 1—1

bO o
•H

(D Td
o CD

• VO a
cd cdo d rH
•H •H CD CD
■P CQ -P
SH A jH d
iH •H 3 CD
O P i -pU ■P CQ (Q
'zi d O
♦H cd o Td

iH Ü •H
Td

CD CD cd
cd nd Ü (d

CD cd
♦•H d g> XD cd
♦H •H a CQ
-P Ü A (D
Ü Ü CD rH
Cd cd Pr O

a
cd U CD
rH o iH

A H-
0) d s_x
'd CQ H

d O +
Ü CQ

VD •H cd
»iH •P cd o
Ü a
Cd •iH •H >)
rH CD Ng xd da o CD CQ
•H CQ CD
-P >: CD rH
CQ rH 'd OM a
1 g cd
• H"

â
CD
'd

CD

-P

Ü
A
EHD rH O <OH d Cd rHPh 1—1 rH CD



B D

FIGURA 5 Patr6n electroforético en ausencia de BSS, de las
2+siguientes muestras: gel A = tripsina, Ca , ATP y enzima;

24-gel B = Ca , ATP y enzima; gel C = enzima; gel D = tripsina.
la reaccidn de ATPasa se llevd a calo antes de correr los

geles, como se describe en Materiales y Métodos. Las cantida
des de los réactives, per 60 yg de proteina son; 4^ moles de

2 +ATP, 4 ^ moles Ca , 10 jjg tripsina. En todos los casos se 
anade 10 jjg de inbibidor de tripsina para detener la reaccidn.
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FIGURA 6,- Patrdn electroforético con BSS de las muestras 
descritas en la Fig 5. Para detalles expérimentales véase 

Pig 5.
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en el B de movilidad relativa 0,63 (banda 2) que no posee 

el gel C. Este desdoblamiento es mucho màs acusado cuando 
la reaccidn se lleva a cabo en presencia de tripsina (gel 
A), donde puede observarse la disminucidn de la banda de 
ATPasa nativa y el aumento experimentado por la banda 2, 
en comparacidn con los geles B y C. En el oaso de los ge­
les con DSS (Pig. 6) en el gel A bay un solapamiento to­
tal de las subunidades o( y p . Este solapamiento es menos 
acentuado en el gel B pero sigue sin existir la nitida se 
paracidn obtenida al analizar electroforéticamente la pro 
telna sin tripsina ni ATP (gel C).

El desdoblamiento tan acusado (Pig. 5) de la banda 
de ATPasa nativa en presencia de sustrato y tripsina sugie 
re una relacidn entre la separacidn del enzima en dos ban 

das y la estimulacién de la actividad enzimâtica,lo que 
plantea la posibilidad de que sea la banda 2 la que posea 
la propiedad de bidrolizar el ATP. Para comprobar esta hi 

pétesis, el paso inmediato fue localizar la actividad en- 

zimâtica mediante la reaccidn histoqulmica de la ATPasa. 

las muestras analizadas son las descritas en la leyenda 
de la Pig. 5. Una vez revelados los geles los resultados 
fueron:
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- La ünica zona positiva para la reaccién histoqulmica 

de la ATPasa tenla una movilidad relativa de 0,24. 

Corresponde pues a la banda 1 de la Figura 6 (ATPasa 
nativa). Esta banda, al igual que en los geles tehi- 
dos para protelnas, era màs estrecha cuando la reac- 
cidn del enzima con ATP se llevaba a cabo en presen­
cia de tripsina que en su ausencia.

- De los geles control, el que contenla la reaccidn en 
zimâtica en ausencia de tripsina presentaba una ban­
da positiva de actividad de movilidad 0,24.

Estos resultados no concuerdan con la hipdtesis plan 
teada, pues confirmansin lugar a dudas que es la banda de 
ATPasa nativa la que posee la actividad hidrolltica. El he 
cho interesante de que el gel control dé reaccién histoqui 
mica de ATPasa positiva en la zona correspondiente a la 
ATPasa nativa sélo puede significar que cuando la reaccién 

enzimâtica se lleva a cabo en ausencia de tripsina, el en­
zima tiene Pi 6 ATP fijado a su molécula.

Para confirmar los resultados obtenidos por los di-

versos métodos de tincién, se incubé el enzima y sustrato
32(ATP-y - P) en presencia y ausencia de tripsina en el me­

dio de reaccién, aplicàndose seguidamente a sendos geles
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con objeto de observar la distribucién de la radiactividad.

No consideramos necesario incluir la figura del perfil ra- 

diactivo de las distintas zonas de los geles. Bâstenos sa­
ber que la zona correspondiente a la ATPasa nativa contiens 

una radiactividad que es aproximadamente doble cuando la 
reaccién se ha llevado a cabo en ausencia de tripsina 
(9000 cpm frente a 5000 cpm). Este resultado confirma el
hecho de que cuando la ATPasa reacciona con el sustrato en

32ausencia de tripsina hay màs Pi fijado a la molécula que 
cuando la reaccién tiene lugar en presencia del enzima pro 
teolitico.

3.1.2 Efecto del Ca^* sobre la ATPasa soluble. Influencia 

de la tripsina y/o calcio en los paràmetros cinéti- 
008 del enzima.

El efecto de los iones sobre la actividad de los en-

zimas es un tema que suscita interés y controversia. Son
ampliamente conocidos los requerimientos de muchos enzimas
para cationes monovalentes y sobre todo divalentes, y a es
te respecte nos ocupamos brevemente en la Introduccién

(1.2.3). La ATPasa de M. lysodeikticus es activada prefe-
2 +rencialmente por Mg en su estado unido a la membrana, 

mientras que en el estado soluble y puro lo es por Ca^’*’
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(128). A la vista de estos conooimientos consideramos indis
2 * fpensable para comprender la funcidn del Ca en el mécanis­

me de la reaccién enzimâtica, un estudio de los requerimien 
tos de la ATPasa soluble para el catién Ca^^ y cual es la 
relacién éptima de este ién con la concentracién de ATP en 
el medio.

2+La Pig. 7 représenta la curva de saturacién de Ca
para una concentracién de ATP constante. De las grâficas se

2+desprende que en ausencia de Ca bay una pequena actividad
basai en la ATPasa; el mâximo de actividad comienza a la
concentracién de 8 mM, lo que coincide con otros valores
que existen en la literatura. Actividades éptimas en condi-
ciones de equimolaridad entre el catién y el ATP ban sido

descritas para algunas ATPasas bacterianas, p. ej. la de

S. faecalis (57). En la Pig. 8 se représenta la saturacién 
2+de Ca de la ATPasa soluble a dos tiempos de incubacién

enzima-sustrato. Puede observarse que .en ausencia de trip-
2 +sina y a bajas concentraciones de Ca (0-1 mM), el tiempo

de incubacién de 10 min. produce una actividad enzimâtica
igual a la obtenida en presencia de la proteasa cuando el

tiempo de incubacién es de 5 min. (tramo de curva comün).
2+Sin embargo, a mayores concentraciones de Ca la diferen- 

cia de actividad se muestra igualmente dependiente de trip
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2 +FIG-URA 7 Curva de saturacidn de Ca para la ATPasa soluble

de M. lysodeikticus. La concentracidn de ATP se conservd igual
2+a 8 mM, El tiempo de incubaciôn del enzima con ATP y Ca fue 

de 5 min, #— e Con tripsina, o— o Sin tripsina
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sina, aunque los tiempos de incubacién sean diferentes. La

comparacién entre las curvas B y C nos permits afirmar que
2 +a bajas concentraciones de Ca la dependencia del tiempo 

de incubacién afecta bastante la actividad enzimâtica, mien 
tras que a altas concentraciones de catién esta dependencia 
permanece prâcticamente constante.

A la vista de estos resultados nos parecié interesan­
te estudiar la variacién de actividad sufrida por la ATPasa
soluble a distintos tiempos de incubacién y a dos concentra

2 +ciones fijas de Ca ; 2mM y 12 mM. La concentracién de ATP 
era de 8 mM en todos los ensayos. De los resultados, repre- 
sentados en la Pig. 9, se observa:

a) La actividad enzimâtica es siempre mayor en presencia 

de tripsina que en su ausencia. Por lo tanto, la trig 
sina estimula la actividad ya haya exceso o defecto 
de Ca en relacién a la concentracién éptima del mis 
mo. La estimulacién es mayor cuando la relacién: 

ATP/Ca^* es 4/6.

b) A tiempos largos esta estimulacién tiende a desapare- 

cer, lo que puede interpretarse como resultado de la 

accién proteolltica de la tripsina.
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URA 9.- Dependencia del tiempo de la actividad enzimâtica de la ATPasa
2 +lubie de M. lysodeikticus a dos concentraciones de Ca en presencia y 

sencia de tripsina. La concentracidn de ATP es de 8 mM.

« Con tripsina, [ca^‘*’J= 6 mM. o— o Sin tripsina = 6 mM.

— A Con tripsina ĵ Câ ĵ = 2 mil. û— ûSin tripsina, = 2 mM.
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Basados en la interesante funcidn que la ATPasa debe
desempenar en el microorganismo vivo, y con objeto de corn-

2+pletar el estudio de la accidn conjunta del Ca y la trig 
sina obteniendo una expresidn cuantitativa de esta accidn, 

hemos llevado a cabo très cinéticas de saturacién de sustra 
to, prescindiendo de la verdadera naturaleza del mismo, a 
distintas relaciones ATP/Ca^* y en ausencia y presencia de 
tripsina.

La Pig. 10 représenta la cinética de saturacién de
2+sustrato cuando la relacién ATP/Ca es l/l, es decir, la

éptima observada. En las Figs. 11 y 12 se representan las
2+grâficas de saturacién a proporciones ATP/Ca de 4/1 y 4/6 

respectivamente. Las curvas presentan,tanto en presencia de 
tripsina como en su ausencia, una forma tlpicamente Michae- 
liana que puede interpretarse como indicio de independen- 
cia de sitios.

Las representaciones directas de la velocidad frente 

a la concentracién de sustrato ofrecen una valoracién cuan­
titativa de los paràmetros cinéticos muy escasa e insegura. 

Por esta razén preferimos la representacién de Lineweaver- 
-Buifc (172) para cal cul ar la Km y Vm . En la parte supe­

rior de las Pigs. 10, 11 y 12 se incluyen las correspondien 
tes representaciones dobles reciprocas para cada relacién
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FIGURA 11.- Curva de saturacidn de sustrato para la ATPasa

soluble de M. lysodeikticus. Las condiciones son anâlogas
2̂ .a las de la Fig. 10, exceptuando que la relacidn ATP/Ca 

es 4/1. • En presencia de tripsina. o— o En ausencia de
tripsina. Parte superior: Representacidn de Linewaver-Burk 

Con tripsina, o— o sin tripsina.
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FIGURA 12.- Curva de saturacidn de sustrato para la
ATPasa soluble de M. lysodeikticus. La relacidn 

2 +ATP/Ca = 4/6. Las demâs condiciones son anâlogas a 
las de las Figs. 10 y 11. e Con tripsina, o— o sin 
tripsina. Parte superior: representacidn de Linewea- 
ver-Burk; • Con tripsina, o— o sin tripsina.
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ATP/Ca^

Los paràmetros cinéticos asi calculados se resumen en 
la Tabla III. Podemos observar que en presencia de tripsina 

aumenta tanto la Km como Vm por lo que este resultado no 
nos proporciona un conocimiento definitivo acerca del méca­
nisme de accién de la tripsina sobre la actividad ATPasa.

2fEn cuanto al efecto del Ca sobre estos paràmetros,
vemos que la Km aumenta a medida que lo hace la concentra- 

2+cién de Ca en relacién a la de ATP. La Vm sin embargo
permanece constante a relaciones l/l y 4/6 siendo supe-

2 +rior a la obtenida cuando la relacién ATP/Ca es 4/1. Lo
lînico que podemos decir es que cuando la concentracién de 

2 +Ca respecte a la de ATP supera la éptima, disminuye la 
afinidad del enzima por el sustrato.

3.1.3 Efecto de la diciclohexilcarbodiimida y atebrina 
como posibles inhibidores de la ATPasa soluble de 

M. lysodeikticus.
mmm mmm mmm m m  mm# mmm mtm mm

Holloway y col. (173) demostraron que el DCCD era un 

potente inhibidor de la ATPasa de la membrana mitocondrial, 
en tanto que no alteraba la actividad de la forma soluble. 

Publicaciones posteriores han venido a demostrar que se fija 
a una proteina de la membrana mitocondrial interna de peso



TABLA III; Paràmetros cinéticos de la ATPasa soluble de M. lysp. 

deikticus, calculados en ausencia y presencia de 

Tripsina, a très relaciones ATP/Oa^^.

Relacién ATP/Ca^+fmH) Km ( r a l v l ) Vm
(jjmoles Pi'min~l'mgproteina~^)

4- Tripsina 0,9 1,4-
4/1

— Tripsina 0,5 0,55

+ Tripsina 1,11 2
1/1

— Tripsina 0,7 0,9

+ Tripsina 1,6 2
4/6

Tripsina 0,8 1,1

SI càlculo de estos paràmetros se llevé a cabo a partir de 

las representaciones de Lineweaver-Burk (veànse Pig. 10, 11 y 12)
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molecular 10.000 (174) y que inhibe irreversiblemente la 
fosforilacién oxidativa.

Igualmente sucede en el caso de los microorganismos 
en los que se ha estudiado su efecto inhibidor (S. faecalis. 

E. coli) (76). Nuestros resultados obtenidos con la ATPasa 
de M. lysodeikticus en su forma soluble coinciden con las 
aportaciones anteriores. La Pig. 13 muestra el ensayo reali 
zado a distintas concentraciones de DCCD en presencia y au­
sencia de tripsina. Como puede observarse, el DCCD no inhi­
be la actividad ATPasa del extracto soluble, mientras que si 
lo hace en el caso del enzima unido a la membrana (J. Carrei 
ra, comunicacién personal).

La atebrina estâ descrita como inhibidor para la ATPasa

de cloroplastos (94) y bacterias (95, 96). Para estudiar
su efecto en la ATPasa soluble de M. lysodeikticus. se llevé
a cabo una cinética de saturacién de esta acridina en pre­

sencia y ausencia de tripsina (Pig. 14). En ambas curvas 
puede observarse que a bajas concentraciones la atebrina 

estimula la actividad enzimâtica. Esta estimulacién es ma­

yor en ausencia de tripsina que en presencia del enzima 

proteolitico. La estimulacién va seguida de inhibicién que 
se hace patente ya a concentraciones de atebrina de 0,5 mM
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FIGURA 13.“ Efecto de la diciclohexilcarbodiimida 
sobre la ATPasa soluble de M. lysodeikticus. La 
reaccidn se llevd a cabo en presencia (•— ©) y 
ausencia de tripsina ( o— o), El inhibidor fue aha 

dido al medio de reaccidn disuelto en 5 jil de Me 
tanol. El metanol en estas cantidades no tenfa 
efecto alguno sobre la actividad enzimâtica.
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en presencia de tripsina y 1 mM en su ausencia. Para obte 
ner informacién acerca del proceso de unién del inhibidor 

con el enzima, una de las técnicas mâs ütiles y empleadas 
se debe a Hill (175) que la aplicé por primera vez a la cur 
va de fijacién de oxigeno a la hemoglobina. De acuerdo con 
la ecuacién de Hill una funcién de la fraccién de sitios 

ocupados representada frente a la concentracién de sustrato 
u otro ligando puede dar una curva sigmoide, pero el loga- 
ritmo de esa funcién frente al logaritmo de la concentra­
cién de sustrato o de otro ligando dâ lugar a una Ifnea 
recta. La pendiente de esta recta tiene un notable valor in 
formative para conocer el mécanisme por el cual el ligando 
se fija al enzima. Esta pendiente, denominada coeficiente 
de Hill, représenta una combinacién del niimero de sitios y 
de la fuerza de interaccién entre elles por lo que su valor 
debe interpretarse como el minime nümero de sitios ocupados. 

Un coeficiente préximo a la unidad es indicative de una to­

tal independencia de sitios pero no signifies que exista un 

solo sitio. La comparacién del coeficiente de Hill con el 

ndmero total de sitios, cuando se conoce, nos ofrece una me 
dida de la cooperatividad que serâ tanto mayor cuanto mâs 

préximos estén estos dos valores.
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La Fig. 15 nos muestra la representacién de Hill para 
la atebrina como ligando. El coeficiente de Hill para la ci 

nética de inhibicién es igual a 2 tanto en presencia como 
en ausencia de tripsina lo que significa, como acabamos de 

indicar, que la atebrina se une al menos en dos sitios a la 
molécula de ATPasa. El alto valor de este coeficiente nos 
sugiere a su vez que la unién de la primera molécula de in­
hibidor al enzima facilita su unién para una segunda y asf 
sucesivamente, dando lugar a una cooperatividad positiva.

A bajas concentraciones de atebrina la representacién 
de Hill de la cinética de estimulacién en ausencia de trip­
sina nos dâ un coeficiente de ~1, lo que es un claro indi­
cio de cooperatividad negativa entre las moléculas del ligan 
do.

Para obtener una expresién cuantitativa de la accién 

inhibidora de la atebrina, asimismo como para averiguar de 
qué tipo de inhibidor se trata, se llevé a cabo una cinéti­

ca de saturacién de sustrato a dos concentraciones fijas de 

atebrina (1,5 y 2,5 mM) en ausencia de tripsina. Tanto 

los valores de Km (0,58 y 0,55) como de Vm (0,5 y 
0,4) disminuyen a medida que aumenta la concentracién de in 
hibidor. Recordando los valores de Km y Vm (0,7 y 0,9 
respectivamente) de la cinética de saturacién de sustrato en
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FIGURA 15.- Representaci6n de Hill de la accidn de la atebrina sobre la 
actividad enzimâtica de la ATPasa soluble. Inhibicién de la actividad 
ATPasa por atebrina en presencia de tripsina (•■■■#) y en su ausencia 
( o— o) .

A— A Estimulacién de la actividad enzimâtica a bajas concentraciones de 
atebrina en ausencia de tripsina.
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las mismas condiciones expérimentales pero en ausencia de 
atebrina, estâ claro que ambos paràmetros varian en presen­

cia del inhibidor, por lo que éste no puede considerarse com 
petitivo o acompetitivo mixto, El hecho adicional de que la 

relacidn Km/Vm ■ se altéré en presencia de atebrina nos hace 
clasificarla como inhibidor no competitivo mixto de la ATIfetsa 

soluble de M. lysodeikticus. La determinacidn de las 
constantes de inhibicién (Pig. 16) por el método de Cleland 
(176) nos dâ dos valores de Ki: 2 y 3,9 mM. La primera de
ellas afecta a la velocidad de hidrélisis del sustrato y la 
segunda nos dâ la expresién cuantitativa de la afinidad del 
sustrato y la ATPasa soluble en presencia de atebrina.

3.2 Reconstitucién del complexe enzima-membrana.

Los intentos de volver a fijar la ATPasa soluble de

M. lysodeikticus a las membranas desprovistas de enzima se

llevé a cabo en las condiciones descritas en Materiales y
Métodos. De todos los procedimientos ensayados sélo se observa

2 +reconstitucién del complejo cuando se ahade Mg a la mez-

cla ATPasa soluble-membrana. Por lo tanto podemos decir que

la fijacién de la ATPasa a las membranas de M. lysodeikticus
2+depends de la presencia del catién Mg y es independiente 

del Ca^* y de la fuerza iénica del medio. La expresién cuan-
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FIGURA 17.- Reconstitucidn del complejo ATPasa-memUrsLiia de 
M. lysodeikticus» La curva de trazo continue représenta el 

perfil densitométrico del gel control que contiene membra­
nas y 10 mM y la de trazo discontinue corresponde
al gel que contiene la mezcla de reaccidn: membranas + 
ATPasa soluble + |̂ Mĝ ’*’j 10 mMo Para detalles expérimenta
les veânse Materiales y Mé-odes y Tabla IV.



TABLA IV; RcconGtituci6n del coinplcjo ATPaca - membrana variando 

la concentraciôn de

Me2 + rnl.1
% de reconstitucidn

Ensayo de actividad 
ATPasa con

Ensayo de actividad 
ATPasa con

1

5

10

32,5

44

65

28,6

35,2

57

La cantidad de laembranas (0,5 mg) y ATPasa soluble (0,5 mg)

permaneci^ constante, asi coirio la fuerza iônica (30 mil) . la con-
2 +centracidn de I.îg anadido varid de 1 - 10 mil. La actividad ATPasa 

de les sobrenadante después de orocesar las mezclas se valord non
2 + 2 +cl procedimiento habituai, empleando Ga y Kg como cationes ac

tivadores. (Veâse Kateriales y Métodos)
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titativa de esta fijacidn viene resumida en la Tabla IV,

El grade de reconstitucidn mâs elevado que hemos obtenido
ha side del 65% al adicionar una concentracidn de Mg de
10 mM y ensayando la actividad ATPasa del sobrenadante con 

2 +Ca , Estes resultados fueron comprobados per electrofore-
sis en gel de poliacrilamida de les sobrenadantes obtenidos
en les distintos procedimientos de reconstitucidn. En la
Pig. 17 puede observarse la disminucidn de la banda de ATPasa
nativa cuando se hace reaccionar el enzima soluble con la

2+membrana en presencia de Mg a una concentracidn de 10 mM.

3.3 Estudio de les componentes no peptidicos asociados a 
BP^ de M. lysodelkticus. Deteccidn e identifioacldn

de adeninnucleotidos•

3.3.1 Aislamiento de la ATPasa de M. lysodelkticus crecido 
32en P ortofosfato.

La Pig. 18 ilustra el perfil de elucidn de la activi­
dad ATPasa y la radiactividad después de la filtracién en
Sephadex G-200 de BP^ cruda aislada de células crecidas en

32un medio marcado con P (las células, que se recogen en fa 

se estacionaria de crecimiento, han incorporado un 50% del 
^^P total anadido al medio). La mayor parte de la radiacti­
vidad se eluye en el volumen de vacio en un pico corres-
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FIGURA 18.- Purificacidn de la ATPasa de M. lyso-
32deikticus marcada con P. La ATPasa soluble

(700,000 cpm/mg protelna) se aisld de M. lysodeik
32ticus crecido en presencia de P ortofosfato y 

purified por columna de Sephadex G-200, Las frac- 

ciones 48-54 se rnezclaron y concentraron para dar 
la ATPasa purificada.
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pondiente al que contiene la mayorla del material carote-
noide présente en el enzima crudo., revelado por absorbancia

a 475 nm (128, 130). De este resultado era dificil concluir
32que cierta cantidad de P estaba asociado especificamente

32con la ATPasa. La asociacidn del P firmemente unido al 
enzima activo (13 ̂ moles Pi*min ^*mg prot se demostrd 
mediante la electroforesis analltica en gel de poliacrilami 

da de las fracciones del eluido de la columna que presenta- 
ban actividad ATPasa. La Pig. 19 muestra el perfil de radiaç 
tividad del gel analizado en el Radiocromatdgrafo Scanner.
El perfil muestra la existencia de dos picos de radiactivi­
dad, une de los cuales posee la misma movilidad relativa 
que la banda de ATPasa y el otro permanece al principle del 
gel. Este liltimo pico se comporta como un lipido, pues corre 

por delante de la posicidn del marcador si se anade deoxico
lato sddico a la muestra (177). Del perfil de radiactividad

32puede calcularse que el 40% del P que posee la fraccidn 

de ATPasa procédante de la filtracidn en Sephadex permanece 

unido a la molécula enzimâtica. Este hecho se confirmé por 

la repurificacién de BP^ por cromatografia en gel o electro 

foresis semipreparativa. Los geles que se tineron para pro- 
teinas antes de determinar el perfil de radiactividad, no 
presentaban ningdn pico radiactivo. La Tabla V muestra la



32TABLA Y : Distribucién del marcaje con P en la ATPasa de M. lyso- 

deikticus en las diferentes etapas de purificacidn.

Preparacién
enzimâtica

Actividad 
/ -1(p moles Tiin

ATPasa
"mgproteina^) Radioactividad ^^P 

(cpm/mg prot.)
- ïripsina + Tripsina

Soluble 0,4 1,4 700.000

Sephadex G 200 13,0 13,0 90.000

Repurificada 13,0 12,5 35.000

Para detalles expérimentales vedse Kateriales y Métodos y 

Pig. 18. La radiactividad de todas las preparaciones de proteina 

se nornializaron al dia 0 , corrigiendo por la vida media del fés- 

foro.
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distribucidn de la radiactividad y actividad ATPasa a lo lar 

go de las diferentes etapas de purificacién del enzima soin 
bilizado a partir de las membranas de M. lysodelkticus.

323.3.2 Identificacién de los nucleotidos marcados con P 

asociados con BP-i .

Cuando la ATPasa de M. lysodelkticus purificada por fil 
tracién en Sephadex (95.000 cpm/mg proteina, Tabla Y) se 
extrajo con cloroformo-metanol, cerca del 60% de la radiac­
tividad fue a la fase orgânica. Este confirma los resultados 
ilustrados en la Pig. 19. 8in embargo, si el enzima purifi- 
cado (35.000 cpm/mg proteina. Tabla V) se sujeta al mismo 
procedimiento de extraccidn, prâcticamente toda la radiacti 
vidad permanece asociada con la proteina en la fase acuosa. 
Cuando se extrajeron nucleotidos de la proteina desprovista 

de lipidos, se obtuvieron los resultados que muestra la Ta­

bla VI. Alrededor del 25% de la radiactividad pertenece a 

los nucleotidos, aunque es posible que el 25% que permanece 

en el carbdn correspondu también a este tipo de compuestos.

El 50% de la radiactividad no adsorbida por el carbén acti­
vo puede representar el . fosfato inorgânico asociado con la 

proteina, como sugiere la mancha radiactiva que corre de un 
modo similar en una electroforesis de esta fraccién.
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32TABLA VI: Distribuci6n del marcaje con P después de extraer los 

nucleotidos de la ATPasa altamente purificada de M. lyso 

deikticus.

■ Radiactividad 32Compuestos P
cpm totales % identificados

ATPasa desnaturalizada 17.632 100 ATP, ADP, Pi

Sobrenadante de la ATPasa 
tratada con carbén activo 8.700 49,3 Pi

12 Extracto de etanol 
del carbén 4.100 23,3 ATP, ADP

22 Extracto de etanol 
del carbén 4.800 27,2 —

32La ATPasa rnarcada con P repurificada (500 jog/300 jxl 30ml.i 

Tris - CIH pH 7,5) se extrajo con cloroformo: metanol y luego se 

procedié a la extraccién de nucleotidos siguiendo el procedimiento 

de adsorcién en carLén activo descrito en tlateriales y Métodos,
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El anâlisis electroforético del extracto de nucleotidos 
representado en la Fig, 20, nos permite identificar el ATP 
y ADP en cantidades aproximadamente equimolares. Resultados 
similares se obtienen cuando la extraccién de nucleotidos 
se lleva a cabo por el procedimiento de extraccién con àci- 
do tricloracético descrito en Materiales y Métodos. No se 
détecté AMP en ningün caso.

3.3.3 Determinacién enzimâtica del ATP fuertemente unido 
a las preparaciones de BP-, •

Una vez demostrada la presencia de adeninnucleotidos
en BF^ purificada estimâmes interesante extender este estu
dio y determinar el contenido en ATP de las diferentes pre
paraciones, habiendo considerado como mejor método el ensa
yo de la luciferina-luciferasa. La Tabla VII muestra que

el mejor rendimiento lo produce la desnaturalizacién con
urea 8 M en comparacién con los procedimientos convenciona
les de extraccién de nucleotidos. Estos métodos dan valores
10-20% mâs bajos que la desnaturalizacién por urea. Sin em
bargo, las diferencias son demasiado pequenas para ser las
responsables del bajo rendimiento en la extraccién de los

32componentes marcados con P de la ATPasa (Tabla VI). Por 
otro lado, el bajo valor estimado en BF^ nativa confirma que
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TABLA VII: Influencia del tratamiento de la ATPasa previo a la 

determinacidn del ATP ligado a la molécula mediante

el ensayo luciferina - luciferasa.

Tratamiento de la ATPasa moles ATP/mol ATPasa

ITinguno (BP^ nativa) 0,15

Desnaturalizacién por urea 8i.i 1,5

Extraccién con écido 
tricloroacético al 10̂  ̂ (p/V) 1,3

Adsorcién en carbén activo 1,17

Alicuotas de una preparacién de ATPasa purificada por 

Sepl.adex G- 200 se sometieron a diferentes tratamientos y se midié 

el contenido en ATP. Para detalles expérimentales, veâse Materia­

les y Métodos. La concentracién molar de ATPasa se calculé en ba­

se a un peso molecular de 350.000 Dalton.
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el ATP estâ fuertemente ligado a la molécula de ATPasa y 
que esta unién depends la subestructura de la proteina. In- 

tentamos pues correlacionar el nivel de ATP unido y la acti 
vidad ATPasa. La Tabla VIII resume los resultados de la va- 

riacién del nivel del ATP unido y la actividad, mostrando 

la existencia de una cierta correlacién aunque no totalmen- 
te lineal. Estos resultados senalan también (las bajas rela 
clones ATP/ATPasa de todos los contrôles) que la disminu- 
cién del ATP no es una simple consecuencia de su liberacién 
en el medio. Tiene que haber una degradacién concomitante 
del ATP libre que responda de la disminucién de la cantidad 
total de ATP. En nuestro laboratorio se ha demostrado (Ca- 

rreira, J. y Muhoz, E., observaciones no publicadas) la 

existencia de una actividad ATPasa intrlnseca del enzima pu 
rificado ( es decir, una actividad independiente de los ca­

tiones divalentes anadidos externamente) que es capaz de hi 
drolizar lentamente ATP en ADP y Pi*
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3.3.4 Intercambio del ATP enddgeno unido a la ATPasa con 
nucleotidos externes.

Para determinar si el ATP enddgeno de la ATPasa ocupa 

sitios de fijacidn intercambiables, se incubd BP^ con ADP 

exdgeno y se midid su contenido residual en ATP después de 
filtracidn por Sephadex G-100. También examinâmes el efecto 
de este desplazamiento sobre el nivel de actividad ATPasa. 
La Tabla IX muestra los resultados obtenidos. Como puede 
observarse, el ADP es capaz de reemplazar el ATP firmemente 
unido a concentraciones tan bajas como 0,1 mM, y este des­
plazamiento parece ser independiente de la temperatura y 
del tipo de la preparacidn de ATPasa. Este intercambio del 
ATP por ADP no afecta aparentemente a la actividad hidroll- 

tica del enzima. Es interesante sehalar que por simple dilu 
cidn y/o incubacidn de la ATPasa, se libera cierta cantidad 

del ATP firmemente unido. Esta liberacién nos permite su de 

terminacién sin desnaturalizar la proteina (valores obteni­

dos para las proteinas nativas en los expérimentes resumi- 
dos en la Tabla IX). Por tante, la filtracién subsiguiente 

en Sephadex de una proteina asi tratada résulta en una dis­

minucién del nivel de ATP fi jade pero sin cambio notable en 
su actividad ATPasa. Este mécanisme puede por tante ser di-



TABLA IX: Intercambio de ATP fuertemente unido a la ATPasa de M. lysO' 

deikticus con ADP externo.

. A- n «m-n ATP/ATPasa.. Condiciones actividad üTPasaPreparacién mol/mol
expérimentales (^^mol-min .mg prot ) Nativa Desnatural.

I, dos semanas ___ 0,5 0,1 1,33
- 2090

II

Incubada 20 min, 9,2 0,6 1,3
4090
Incubada 9 0,10 0,8

filtrada por Sephadex

Incubada, ADP (l ral.l) 9,1 0,01 0,1
filtrada por Sephadex

Incubada, ADP (O.lmll) 9,2 0,01 0,1
filtrada nor Senhadex

IV, fresca   3,10 —  0,55

" Incubada 20 min., 2,86 0,39 0,25
4090

II Incubada, 2,70 —  0,25
filtrada por Sephadex

Incubada, ADP (O.lmM) 2,80 0,01 0,01
filtrada nor Senhadex

Para identificar las preparaciones, vedse Tabla VIII. Los demâs 

detalles expérimentales vienen un Materiales y Métodos y Tabla VII.
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ferente del que acompaha a la inactivacidn de la proteina.

El intercambio de nucleotidos endégenos con ATP ex6-
32geno se llevd a cabo con ATPasa marcada con P. La Pig.

21 a y b, es una representacidn de los experimentos lle-
vados a cabo a distintas concentraciones de ATP extemo en

2+presencia y ausencia de Ca . Alrededor del 30% del marca 
je era desplazado por ATP 1 mM no excediendo el ATP 8 mM 
este porcentaje, mientras que el ATP 0,1 mM intercambiaba 
sdlo un 10% de la radiactividad.

El grade de intercambio obtenido es independiente en 

todos los casos de la presencia de Oa^* en el medio de reac 
ci6n. La complejidad de estos resultados posiblemente impli 
ca una combinacidn de hidrélisis y fijacién de ATP.

3.4 Estudio de componentes no peptidicos asociados a BP^ 
de M. Ivsodeikticus. Confirmacién de la ausencia de 

fosfolipidos firmemente unidos a la molécula de ATPasa.

Los fosfolipidos se marcan selectivamente anadiendo 

[2-^h] glicerol al medio de cultivo donde crecen las célu­
las de M. lysodelkticus. La radiactividad incorporada por 

las células fue el 50% del total introducido. La Tabla X 
ilustra la distribucién del glicerol radiactivo y el conte
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TAT3LA X : Distribucidn de proteina y fosfolipidos marcados con 2~^H 

Cliccrol on las fracciones subcclularcs aisladas do cdlulas 

de II. lysodeikticus recogidas en fase estacionaria de creel 

miento.

Fraccidn Proteina 2-^h J glicerol incorporado Contenido en
fosfolipidos(mg/ml) cpiji/ml %  cpm/mg proteina nmol/mg prot.

Oitoplasma 13,2 1 9 0 . 4 9 0 10,8 14.431 0,12

1 -- lavado 1,52 56.080 3,2 36.894 0,3

2 9 lavado 0,36 4 6.510 2,6 129.194 1 , 0 7

3 ^  lavado 0,26 57.910 3,3 2 2 2 . 1 3 0 1,85

4 9 lavado 0,21 52.110 3,0 248.142 2,06

1 — lavado despucs 
del choque osmôtico 
(59 lavado)

0,7 143.480 6,5 204.971 1,7

2 9 lavado despuds 
del choque osmdtico 
(69 lavado)

0 , 2 3 9 1 . 9 0 0 5,2 400.565 3,3

Membranas residuales 1,24 1149.000 65,4 926.613 7 , 7 2

Las membranas se aislaron y lavaron para liberar la ATPasa de las cé-

lulas de 110 lysodeikticus crecidas en \ 2 - \ ] glicerol nor los procedimien

tos habjtuales ooscritos en Materiales y I.ldtodos.



TABLA XI; DiotriBuoidn de proteina y fosfolipidos marcados con

glicerol, on lac fracciones subcelulares aisladas de célu­

las de M . lysodeikticus recogidas en fase exponencial de 

crecimiento.

Fracci6n
Proteina 2-̂ H glicerol incorporado

(rag/inl) cpm/rnl ?o cpm/mg proteina

Contenido en 
fosfolipidos
ninol/mg prot.

Citoplasma 9,8 150.000 10,7 15.306 0 ,127

Gr_1 — lavado 1,53 • 64.500 4,6 42.156 0,35

2 siavado 0,43 40.200 2,8 93.487 0,78

3^^ lavado 0,25 4 5.000 3,2 180.000 1,5

A  9 lavado 0,2 35.250 2,5 176.250 1,46

1 ^  lavado después 
del choque osmético 
(59 lavado)

0,5 138.000 9,8 276.000 2,3

29 lavado después 
del choque osmético 
(69 lavado)

0,18 87.000 6,2 483.333 4,02

Membranas residuales 1,02 836.250 59,8 819.852 6,8

Para detalles expérimentales, véase Tabla X y Materiales y Métodos.
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nido en fosfolipidos de las fracciones obtenidas en un expe 
rimento tlpico de obtencidn de ATPasa de células recogidas 
en fase estacionaria de crecimiento. Como era de esperar, 

las membranas presentan la mayor incorporacidn especlfica 

de 2-^nj glicerol, aunque los lavados que siguen al "cho­

que osmético" tienen también proporciones relativamente ele 
vadas. Con células recogidas en fase de crecimiento exponen 
cial se obtuvieron similares resultados (Tabla XI).

Sin embargo, el perfil de elucién de radiactividad y 
actividad ATPasa que résulta de la filtracién en Sephadex 
G-200 sugiere (Pig. 22) que el enzima activo (obtenido de 
células tanto en fase de crecimiento estacionario como expo 
nencial), tiene muy pocos o ningün fosfollpido asociado. Es 

te hecho se confirma por el anâlisis cuantitativo que mues­
tra la Tabla XII (obsérvese que hay menos de 3 moles de fos 
follpidos asociados a 100 moles de ATPasa) y también por 

electroforesis analltica en gel de poliacrilamida que, en
contraste con los resultados del marcaje de las células con 
32P, muestra una total ausencia de tritio en la banda de 
ATPasa. De estos resultados parece razonable concluir que 

no hay fosfolipidos fuertemente unidos a BP^ de M. Ivsodeik- 

ticus. No obstante es muy probable que en las membranas
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TABLA XII: Contenido en fosfolipidos de las diferentes preparacio-

nés de ATPasa de M . lysodeikticus.

Prenaracidn
Células de 

fase estacionaria 
Fosfolipidos 

mol/mol ATPasa

ATPasa soluble (lavados 5- y 69)

ATPasa soluble después de 
concentrer por Amicon

ATPasa soluble concentrada 
centrifugada 100.000 x g

ATPasa ourificada

200

165

17

Células de 
fase exponencial 

Fosfolipidos 
mol/mol ATPasa

254

210

0,015

30

0,028

La ATPasa se aislé de células de II. lysodeikticus crecidas en 

2 - ĥJ glicerol. La concentracién molar de la ATPasa se calculé 

suponiendo que toda la proteina présente en la preparacién es 

ATPasa en base a un neso molecular de 350.000 Dalton.
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exista una asociacién topogrâfica entre el enzima y ciertos 
fosfolipidos, que se liberarian de la membrana junto con la 
ATPasa,

3.4.1 Identificacién de fosfolipidos asociados con la 
ATPasa soluble y con las membranas residuales,

Con objeto de identificar los fosfolipidos que se li- 
beran junto con la ATPasa, es decir el pico que se eluye con 
el volumen de vacio en la Fig, 22, y ver si existe alguna 
selectividad con respecto a la composicién fosfolipidica de 
las membranas residuales, se procedié al anâlisis cromato- 
grâfico de ambas fracciones. Los resultados, esquematizados 
en la Tabla XIII revelan que la especie prédominante es el 

fosfatidilglicerol en todos los casos, detectândose cuando 
las células se recogen en fase exponencial de crecimiento 
ciertos trazos de cardiolipina en las membranas residuales 
que no se observan con células de fase estacionaria.

Esta composicién por tanto, no représenta ninguna se­

lectividad de los fosfolipidos que lleva consigo la ATPasa 
soluble.



TABLA XIII; Composicién de fosfolipidos que se liberan junto a la 

ATPasa de membrana de M. lysodeikticus y de las mem­

branas residuales desnrovistas del enzima.

Praccién
Células de 

fase estacionaria
Células de 

fase exponencial
Composicién Proporcién Composicién Proporcién

Fracciones lipidicas 
que se eluyen con el 
volumen de vacio en 
el proceso de purifi 
cacién de BF^.

PC : PS 6 : 1 PC : PE 8 : 1

Membranas residuales PC : PE 130 : 1 PC : PE : CL 4-00 : 1 : :



TABLA XIV; Estimulacién por fosfolipidos de la actividad enzimâtica

de BF^ de II. lysodeikticus.

XA p nr , Actividad especifica BP-, . , . _ . .Fosfolinido externo , -1 , J-1. % estimulaciân(umPi'min *mg' proteina )

Cardiolipina 4,5 2

Fosfatidilcolina 4,4 ——

Fosfatidiletanolamina 4,3 — —

Fosfolipidos que se liberan 
en la membrana junto con la 
ATPasa (fosfatidilglicerol)

5,72 30

——— 4,4 —

La mezcla de reaccién consta de 0,1 nm BF^, 4jXuoles Ca^*, 

éj^moles ATP y 0,1 nmol de fosfolipido. Se incubaron contrôles res­

pectives que no contenian enzima en la mezcla de reaccién y un con 

trol de la mezcla de reaccién en ausencia de fosfolipido.
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3.4.2 Efecto_de los fosfolfpidos^en la__actividad_hidroli-

S^l*

La Tabla XIV resume los expérimentes realizados con 

objeto de averiguar si la actividad Mdrolitica del enzima 

se estimula por fosfolipidos externes. Puede observarse que 
la lînica activacidn notable es la producida por el extracto 

de fracciones lipidicas que acompanan a la ATPasa soluble 
y que como hemos visto (3.4.1) estân mayoritariamente cons- 
tituidas por fosfatidilglicerol.

3.5 Biosintesis de BF-, de M. lysodeikticus.

La biosintesis de BF^, una vez conocidos los componen 
tes no peptidicos asociados a la molécula enzimdtica, se 
llevd a cabo creciendo las células de M. lysodeikticus en 

un medio definido al que se podian anadir precursores ra- 

diactivos. El primer estudio a realizar, antes de abordar 

la biosintesis propiamente dicha, consistid en comprobar las 

condiciones en que la ATPasa se liberaba de la membrana. Los 
resultados obtenidos demuestran que esta liberacidn del en­
zima (cualquiera que sea la fase de crecimiento celular) 

tiene lugar en los très lavados de la membrana que preceden 

al choque osmdtico, a diferencia de las células crecidas en 
medio complejo (véase Materiales y Métodos). Las propiedades
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de estimulacidn por tripsina y activacidn por cationes son 

idénticas y por tanto independlentes del medio de cultivo 
en el que se haya crecido el microorganismo.

En el estudio de la biosintesis de nos hemos plan 

teado dos consideraciones globales, como ya indicamos al jus 
tificar nuestra investigacidn. la primera de ellas hace re- 
ferencia a BP^ en relacidn con el resto de proteinas celuia 
res (citoplâsmicas y de membrana), que nos indica también si 
la ATPasa aparece en la membrana en fases tempranas o tar- 
dias del proceso celular de sintesis proteica. La segunda 
consideracidn implica la interrelacidn de las distintas sub 
unidades de la molécula enzimdtica.

Para elle se h an dado diferentes pulsos de^njaminod- 

cidos al medio donde crecian las células de M. lysodeikticus 
y en algunos casos se ha cazado después del pulso.

En la Fig. 23 se représenta el porcentaje de incorpo- 
racién de radiactividad por parte de las células frente al 
tiempo durante el que han estado creciendo en presencia de 

aminodcidos precursores. Podemos observer que el porcen­
taje mdximo de incorporacién se obtiene entre 17 min i b

de generacién) y 70 min ^  de generacién), manteniéndose 
hasta que a las 14 h. (3 generaciones) se perfila ya un
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Y—“C

CL

0,13 Duracion de! pulso (horas)

FIGURA 23.“ Porcentaje de incorporacién de aminoâcidos en las 
células de M. lysodeikticus durante distintos pulsos radiactivos. 
Los [̂ h] aminoâcidos se anaden al medio definido al principio de 
la fase exponencial de crecimiento celular, recogiéndose las cé­

lulas a distintos tiempos, que representan generaciones o frac­
ciones de generacién: 0,13 h = de generacién; 0,28 h =

1 d

de generacién; 1,3 h = de generacién; 4,5 h = 1 generacién;
14 h = 3 generaciones. Véase curva de crecimiento (Fig. 3L).
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ligero descenso. En los experimentos de pulso y caza lleva- 
dos a cabo (pulso de de generacién, caza a las 3 gene­
raciones y pulso de de generacién, cazando durante una 

generacién) la incorporacién de radiactividad es del 53 y 
50% respectivamente.

3.5.1 Sintesis de en relacién con la sintesis de pro­
teinas citoplâsmicas y de las membranas.

La Tabla XV resume los resultados de los distintos 
experimentos llevados a cabo. Vemos que la mâxima incorpo­
racién por mg de protelna en las membranas tiene lugar en­
tre y —^  de generacién, decayendo a tiempos de 1 gene­
racién. En el citoplasma, las proteinas tienen el mâximo 
incorporado cuando se alimenta radiactivamente a las células 

durante de generacién, disminuyendo esta incorporacién
a partir de esta fraccién de generacién. Para BE^ el aumen- 
to en el porcentaje incorporado por mg de protelna es mucho 

mayor entre y —^  de generacién, permaneciendo des­

pués prâcticamente constante. Estos resultados nos sugieren:
a) que la ATPasa se sintetiza en fases tempranas de la sin­
tesis proteica celular, dado que aparece notablemente marca 

da (192.105 cpm/mg protelna pura) cuando la célula incor­
pora aminoâcidos durante de generacién,
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b) que la ATPasa es rauy probable que se sintetice como pre 
cursor soluble en el citoplasma y se incorpore después en 

la membrana plasmâtica. Esto podria explicar el descenso ob 

servado en la incorporacién radiactiva de las proteinas cito 

plasmâticas comprendido entre el pulso de y —~  de
generacién, a la vez que el aumento sufrido por las protei­
nas de membrana entre esos mismos pulsos. Una confirmacién 
de este hecho nos la darlan los resultados del pulso de -~-

de generacién y caza durante 1 generacién. Si comparâmes 
los percentages de incorporacién por mg de protelna de este 
experimento con los percentages que resultan del pulso de

de generacién, observâmes que la incorporacién de ba 
aumentado considerablemente, la del citoplasma ha disminuido 
y la de las membranas ha aumentado. De aqul se puede pensar 

que BF^ haya aumentado su radiactividad a expensas del cito­
plasma, trasladândose mâs tarde a la membrana.

3.5.2 Biosintesis de las subunidades de BFn.

Las preparaciones de BF^ obtenidas en todos los casos 
fueron B activas no estimulables por tripsina. Por le tanto, 

esta forma molecular de la ATPasa consta de las subunidades 

mayoritarias y p (55.000 y 50.000 de peso molecular res­
pectivamente), una minoritaria ^ âe peso molecular 35.000
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y un componente X de mayor peso molecular que o< y movilidad 

relative 0,52 (I3l). Para el estudio de la interrelacidn en 

tre las dos primeras hemos analizado la protelna electrofo- 

réticamente con urea, agente disociante que provee una sepa 

racién de ^ y jp mayor que el DSS (129). Las Pigs. 24®", 25^, 
26^, 27^, 28^, 29^ y 30®- muestran el perfil densitométrico 
y radiactivo de las mismas, marcadas durante los diferentes 
pulsos de pnjaminoâcidos. La relacién entre las âreas de 
las bandas y la radiactividad correspondiente a dichas sub­
unidades se resume en la Tabla XVI. De los resultados pode­
mos concluir que asl como hasta el pulso de 1 generacién la 
relacién de âreas y cpm es prâcticamente igual en las dos 

subunidades, en el pulso de 3 generaciones se observa una 
incorporacién de radiactividad por parte de ^ que es 

aproximadamente el doble de la de o<. Este resultado estâ de 
acuerdo con los que se obtienen en los experimentos de pul­
so y caza, en donde vemos que al dar un pulso de de

generacién y cazando durante 3 generaciones, la radiactivi­
dad incorporada por p es mâs de très veces la de o( . La con 

clusién obvia que se desprende de este hecho es que el re- 
cambio de o< es mâs râpido que el de ^ , siendo esta âltima 

por tanto mâs estable metabélicamente.



TABIA XYI: Relacién de radiactividad y drea de las bandas correspon 

dientes a las dos subunidades nayoritarias, y p , de 

de II. lysodeikticus, analizadas electrofordticamente 

en geles con urea.

Duracidn del Area Area 2
pulso 

(generaciones)
cpmü opm|i> bandai?mn

bandap (cpm) o (  (mm )
f ' f

1
32

460 434 1398 1315 1,06 1,1

1
16 1140 1311 746 877 0,87 0,85

1
4 4027 4475 346 398 0,9 0,87

1 523 832 659 1063 0,62 0,62

3 851 1555 355 388 0,54 0,91

Duracidn del
pulso : caza

1 : 1 789 953 1196 1132 0,82 1,05
32 '

1 : 3 
/,

437 903 752 463 0,48 1,62

Las cantidades de protelna introducidas en el gel se indican en las

Figs. 24? 25? 26? 27? 28? y 29% . El ârea de la banda se calculd de los

resnectivos nerfiles densitomdtricos nor la fdrinula h.Ĵ  (h= altura to-
2

tal del nice; 32 = base corresnondiente a la mitad de la altura total).
2
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El estudio de la subunidad ÿ' , componente X y compo- 
nentes de movilidad relativa - 1, lo hemos llevado a cabo 
en electroforesis en gel utilizando DSS como agente diso- 

ciante. Las Figs. 24^, 25^, 26^, 27%, 28%, 29%, y 30% ilus 
tran el perfil densitométrico y radiactivo de las subunida­

des, y la Tabla XVII nos da la expresién cuantitativa de las 
mismas. Hay que recordar que en DSS la separacién de c<y p no 
es tan neta como en urea por lo que la cuantificacién de las 
mismas la hemos realizado en conjunto. En la tabla XVIII po­
demos ver los porcentajes de radiactividad y âreas, distri- 
bufdos entre las distintas subunidades y componentes de 
Eijândonos solamente en las âreas, tanto y como los componen 
tes de movilidad relativa ̂  1, aparecen en fases muy tempra­

nas del crecimiento celular, disminuyendo a medida que las 
células van acercândose a la fase estacionaria. El componen­

te X sélo se manifiesta claramente cuando ha transcurrido 
de generacién.

La incorporacién de radiactividad en las subunidades 

présenta resultados mâs complejos. De a de gene­
racién se observa una cafda en la incorporacién de («K )

y de 'jj' asf como un aumento brusco de la radiactividad de 
los componentes de Rf - 1. De a de generacién,
disminuye la incorporacién de y y de los componentes de Rf»l
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FIGURA 24.- Electroforesis analitica de Diarcada can
aminoâcidos durante de generacidn.un pulso de [̂ hJ 

A, PAGE urea 8 M (34 de protelna). B, PAGE ESS en 
proporcidn 8/1 (p/p) con BF^ (48 jjig de protelna). Linea 
discontinua = pérfil densitométrico. Continua = distri- 
bucién de la radiactividad en las distintas subunidades.
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pn] aminoâcidos durante —r—  de generacidn. A, PAGE urea 8 M. B, PAGE4
DSS (8/l). Los demâs simbolos anâlogos a los de la Fig 24.
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TABLA Radiactividad y drea de las bandas de las subunidades de

de M. lysodeikticus analizadas en gel de poliacnlami 

da con DSS.

Duraciân del 
pulso 

(generaciones)

X c<-h ? ï Rf ^  1
Area cpm Area cpm Area cpm Area cpm

1
32 50,5 35 2864 2005 850 306 1462 645

1
16 22,3 29 2258 3556 225,8 345 1141 2194

1
4 50,5 24 976 2593 91,7 110 349, 4 742

1 105,8 963 1396 1950 109 306 235 967

3 55,3 471 1020 2115 64 60 124 385

Duracién del
pulso : caza

; 1
32 87 155 2511 3908 483 547 877 1049

45,8 14 2568 1592 235 94 515 203

Las cantidades de protelna introducidas en el gel se indican en 

las Figs. 24̂ , 25̂ , 2 6^ 2 7% 28% 2 9^ y 30% Las âreas se cal cul ar on a par 

tir de los pesos correspondiente;:;.
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aumentando la de (o< + ). El componente X que ya se manifies

ta, incorpora sélo un 0,69% de la radiactividad total, au­

mentando esta incorporacién transcurrida 1 generacién. Este 

aumento de X, asf como de y y componentes de Rf ^  1 coincide 
con un brusco descenso de la incorporacién por parte de 

(o( Al cabo de 3 generaciones la incorporacién de +

+ p) ha aumentado, la de y disminuido bruscamente y la de X 
ha disminuido también ligeramente.

Los experimentos de pulso y caza nos proporcionan la 
mayor informacién en lo que a interrelacién de subunidades 
se refiere.

El hecho de que el marcaje tan acusado que présenta X 

en los pulsos de 1 y 3 generaciones desaparezca en las cazas 
y al mismo tiempo la radiactividad de ^ ) aumente en
relacién a sus correspondientes pulsos permaneciendo el ârea 

prâcticamente igual^sugiere que las subunidades mayoritarias 
incorporan los plil aminoâcidos de X. La subunidad y y compo­

nentes de Rf - 1 no parecen guardar relacién ni entre sf 

ni entre el resto de las subunidades.
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3.5*3 Efecto de la cerulenina sobre la sintesis de la

ATPasa de M. lysodeikticus.

La cerulenina es un antibiético aislado de Cephalosno- 
rium caerulens (178) que ha resultado ser un potente inhibi 

dor del alargarniento de la cadena de los âcidos grasos, ya 
que bloquea especificamente el enzima condensante y por tan 
to inhibe la biosintesis de lipidos en bacterias y levaduras 
(179-182). Para completar los estudios de biosintesis de 
hemos utilizado la cerulenina con objeto de observer una po 
sible relacién entre la inhibicién de la sintesis lipidica 
y la sintesis de la molécula de ATPasa. A su vez hemos estu 
diado en que medida el antibiético afecta al crecimiento de 
las células de M. lysodeikticus.

En la Fig. 31 se representan las curvas de crecimiento 
obtenidas con las células control y las células a las que 
se ahadié la cerulenina en el medio de cultivo. Con la con- 

centracién de antibiético que utilizamos (10 ^g/ml medio), 

la inhibicién del crecimiento es de un 30%; Sin embargo, la 
incorporacién de radiactividad por parte de las células es 

prâcticamente igual; 58% en el cultivo control y 57,4% en 

el cultivo tratado con el antibiético.
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PIGURA 31.- Curvas de crecimiento de las células de 

M. lysodeikticus tratadas con cerulenina (10 ^g/ml me 
dio)(A— a) y sin tratar (•— o). La flécha indica el
momento en que se ahadié el antibiético.
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En el citoplasma y en las membranas residuales, la ce 
rulenina no parece afectar al contenido total en proteinas 
ni a su incorporacién de radiactividad (Tabla XIX). En las 
Pigs. 32 y 33, se muestra el perfil densitométrico y radiac 

tivo de las proteinas de ambas fracciones celulares.

El efecto de la cerulenina sobre la ATPasa soluble vie 

ne resumido en la Tabla XX. Podemos observar que la cantidad 
de protelna y actividad ATPasa han disminuido en las células 
tratadas con el antibiético. Sin embargo la cerulenina no 
inhibe la incorporacién de radiactividad sino que la aumenta 
ligeramente en relacién a la ATPasa soluble de las células 
control.

El anâlisis electroforético de la ATPasa procédante de 

ambos cultives viene ilustrado en las Pigs. 34 y 35. Hay dos 
hechos notables a sehalar. El -primero de elles es que para 
una misma cantidad de protelna soluble, el ârea de la banda

(CERULENIHA) mitad de la de
XXI). El segundo es la aparicién de una banda de movilidad

0,5 (a la que denominaremos Z) en geles de poliacrilamida 
al 7% que no aparece en la ATPasa soluble del cultivo con­
trol. Vemos aqul también que la cerulenina hace aumentar la 
incorporacién en términos de radiactividad especlfica en 
BP^. la reaccién histoqulmica negativa para ATPasa de la



TABLA XIX; Contenido en proteinas e incorporacién de radiactividad 

en el citoplasma y membranas residuales de células de 

il. lysodeikticus tratadas con cerulenina y sin tratar.

Protelna
rng/ml % incorporacién total/mgproteina

Citoplasma (CONTROL) 3,75 0,1

Citoplasma (CERULENINA) 3,6 0,11

Membranas residuales 
(CONTROL) 0,78 0,25

Membranas residuales 
(CERULENINA) 0,78 0,25
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FIGURA 32.- Electroforesis analitica (acrilamida al 79̂ ) de las 
proteinas citoplâsmicas (^41^g) de (A) células control, (B) 

células tratadas con cerulenina. la linea discontinua represen 
ta la distribucién de proteinas y la continua el perfil radiac 
tivo de las mismas.
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FIGURA 33.- Electroforesis analitica (acrilamida al 79̂ , DSS 
proporcidn 8/1) de las membranas residuales (50 ̂ g) de (A) cé 
lulas control, (B) células tratadas con cerulenina. Linea di^ 
continua = perfil densitométrico de proteinas. Continua = dis 
tribucién de radiactividad en el gel.



TABLA XX: Efecto de la cerulenina sobre la ATPasa soluble de 

M . lysodeikticus.

Protelna 
(mg/ml)

Actividad especifica 
foolesPi'm.in 'ng prot. ) Radiactividad H 

(opm/mg protelna)+-Trxpslna -Trips ina

ATPasa
(CONTROL) 3,6 1,43 1,15 206.944

ATPasa
(CERULENINA) 2,37 1,08 0,87 288.945

Para detalles expérimentales veâse I.Iateriales y Métodos.



TABLA XXI; Electrofore.‘3io analltica de 104^^ de ATPasa soluble de 

M. lysodeikticus precedents de células control y célu- 

las tratadas con cerulenina. Relacidn de âreas y ra­

diactividad en la banda de y en la banda Z.

Acrilamida 7%

Area
(nun2)

cpm BP-, (CONTROL), p, — i-----------( mm )
BFi (CERUL.)

BF-, (CONTROL) ,— ------ —  (cpm)
BF]_ (CERUL.)

BF^_
(CONTROL) 258,6 3251

2,01 1,72
B F

(CERULENINA)
128,5 1881

Z 82,5 506

Acrilamida 10%

BFi
(CONTROL) 854 2439

1,72 1.67
BF^

(c e r u l e n i n a )
494 1453

Z 358 1196

Las âreas se calcularon a partir de les pesos correspondientes. 

Para detalles expérimentales veâse Figs. 34 y 35.
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FIGURA 34.- Electroforesis analftica (acrilamida al 1%) de 
104 yig de ATPasa soluble de (A) células control, (B) células 
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en el gel.
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banda Z confirmé que no tenla capaoidad para hidrolizar el 

ATP.
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4. DISeusION

4.1 Propiedades alotdplcas de la ATPasa soluble de 
M. lysodeikticus.

La estimulacidn de la ATPasa por tripsina y el méca­

nisme molecular por el que tiene lugar esta estimulaoiôn, ha 

sido un tema muy discutido y sujeto a numerosos estudios. 
Nuestros resultados han ayudado a esclarecer hasta cierto 
punto este mécanisme en la ATPasa soluble de M. lysodeikti­
cus .

Hemos confirmado la existencia de una actividad basai 
que se estimula un 150-200% por la accidn de la tripsina 
y se puede decir que esta accidn es sin duda proteolltica 
ya que, basândonos en la relacidn tripsina/ATPasa soluble 
que hemos encontrado dptima, pequehas cantidades de tripsina 

bastan para estimular una cantidad de ATPasa mucho mayor. 

Esta suposicidn nos la confirma la disminucidn de la banda 

de ATPasa nativa en les geles de poliacrilamida (Fig. 5).

La ATPasa de E. coli también présenta una actividad basai 

que se estimula un 70% por tripsina en cualquiera de sus 

très estados fisicos (l83), mientras que la ATPasa soluble 
de cloroplastos no présenta actividad enzimâtica a menos que
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80 trate con tripsina (159). La actividad basal de la ATPasa 
unida a la membrana de M. lysodeikticus es mucho menor 

que la del enzima soluble, aumentando hasta 10 veces por 

accidn de la proteasa. (127)

Nuestros resultados de estimulacidn por tripsina en 

la ATPasa soluble difieren de los encontrados por Salton y 

col. (133, 134) en la forma soluble de la ATPasa de M. lyso­
deikticus extralda de las membranas con n-butanol y que no 
présenta estimulacidn por tripsina. Estos investigadores 
asociaron esta falta de estimulacidn a la pérdida de las sub 
unidades minoritarias que posee la ATPasa solubilizada por 
choque osmdtico y de las que carece la extrafda con n-buta- 
nol.

Ya en 1963, Pullman y col. (I84) purificaron un compo­
nent e proteico que acompahaba a la ATPasa raitocondrial y que 

era inhibidor de su actividad. Tenia 15.000 Dalton de peso 

molecular y conferia la estabilidad en frio al enzima cuando 

se asociaba con él. Lo mismo sucede con la ATPasa de cloro­

plastos (84): una subunidad de peso molecular 13.000 acompa- 

ha al enzima actuando como inhibidor de la actividad hidro- 
litica.
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Con estos precedentes y con los resultados obtenidos, 
aventuramos dos hlpdtesis no excluyentes del mecanismo de 
accidn de la tripsina:

a) la tripsina eliminaria un inhibidor que disminuyera 

la actividad del enzima por el sustrato. Este inhi­

bidor podria ser un polipéptido que acompahara a la 
ATPasa como en mitocondrias y cloroplastos, o bien 
una 0 mâs subunidades de la propia molécula enzimâ­
tica.

b) que en la reaccidn enzima-sustrato se formara un pa 
80 intermedio, ATPasa P^, y para la ruptura de 
este enlace se necesitara la accidn directa de la 
tripsina.

Los recientes trabajos en nuestro laboratorio (132) 
con BP^ purificado han demostrado la existencia del inhibi­
dor natural de la ATPasa de M. lysodeikticus. Se trata de 

una subunidad, denominada , de peso molecular 25.000 Dal­
ton que se encuentra en la forma B̂ ^̂  (B activa, estimula- 

ble por tripsina) y que no estâ présente en las demâs formas 
purificadas no estimulables por la proteasa. Esta subunidad 
es sobre la que recae la accidn proteolltica de la tripsina 
y es la responsable de la latencia del enzima unidoa la 
membrana.
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La ATPasa soluble de M. lysodeikticus requiers para 
2+ 2+su actividad Ca o Mg , siendo muy pequefîa su actividad

basai en ausencia de cationes (128). 8in embargo, a pesar 
2+de ser el Mg el catidn que se necesita para la fosforila- 

ci6n oxidativa (123, 185) y que el microorganisme acumula 
en su interior grandes cantidades de magnésie (125), es el 
Ca^* el catidn que produce la mayor activacidn del sistema 
al igual que sucede con muchas de las ATPasas estudiadas 

(1-2.3).
2 +Hemos demostrado que la relacidn dptima ATP/Ca es

l/l como ya habia sido previamente descrito por Munoz y
col. (128). Un resultado anâlogo se ha observado para la
ATPasa de S. faecalis (57) pero no sucede asi en la ATPasa

2+mitocondrial ni en la de E. coli. ambas activadas por Mg
2+y cuyas relaciones dptimas ATP/Mg son respectivamente 

1/0,67 (186) y 1/0,5 (90, I87).

Esta condicidn de equimolaridad entre el ATP y el 

métal requerido por la ATPasa de M. lysodeikticus nos hizo 

suponer que el sustrato no era s6lo el ATP sino el complejo 
ATP-catidn como habia sido sugerido para otras ATPasas, en­
tre ellas la de S. faecalis (59). Sin embargo, los resulta­

dos obtenidos al representar las velocidades a distintos
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tiempos de incubacidn y a dos concentraciones constantes de 
2 +ATP/Ca (Pig. 9) nos hicieron dudar de la naturaleza del

2+verdadero sustrato, ya que si fuera ATP-Ca , la velocidad 

vendria limitada por la concentracidn del catidn puesto que 
la de ATP permanece constante en los dos experimentos y he­

mos visto que no sucede asi. Suponemos por lo tanto que el 
calcio funciona como activador o modulador del sistema, co- 
operando la tripsina en esta accidn.

Las cinéticas de saturacidn de sustrato en presencia 
de tripsina y en su ausencia no son nada fâciles de interpre 
tar. El aumento de los parâmetros cinéticos en presencia del 
enzima proteolitico no nos indica nada acerca de la afinidad 
de la ATPasa por su sustrato, como ya expresamos en Resulta­
dos .

Admitiendo el papel del Ca^* como activador del siste­

ma y basândonos en los datos expérimentales que poseemos,
2+podemos proponer la hipdtesis de que el Ca se fija a la

molécula de ATPasa en un sitio diferente del centre active

y esta fijacién activaria al enzima para hidrolizar el ATP.

Ahora bien, si la accién proteolitica de la tripsina reca-

yera sobre ese sitio se impediria la hidrélisis del ATP. Por
lo tanto podemos suponer la existencia de dos sitios, dife-

2 +rentes del centre catalltico, que admiten el Ca
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Si nos fijamos en las gràficas representadas en la

Fig. 7, se puede observar que a altas concentraciones de 
2+Ca en el medio de reaccidn, la actividad ATPasa no s6lo 

no aumenta sino que mds bien tiende a disminuir y esta ten- 

dencia es ligeramente mâs acusada cuando la reaccidn se lie 

va a cabo en ausencia de tripsina. Entonces, continuando el 
razonamiento del pârrafo anterior, en uno de los sitios que 
admiten el calcio, éste actuaria como activador del sistema 
y en el otro como inhibidor. Sobre este segundo sitio recae 
rfa la accién de la tripsina evitando la inhibicién de la

2 +hidrélisis del ATP. Si ademâs tenemos en cuenta que el Ca
confiere a la ATPasa mayor sensibilidad a la digestién tri^
sica, esta segunda interpretacién adquiere mayor probabili-
dad. El hecho de que no hayamos observado una clara inhibi-

2+cién a concentraciones de Ca elevadas, no excluye la posi 

bilidad de que esta inhibicién se produzca a concentracio­
nes de catién mayores de las ensayadas.

Los experimentos realizados con atebrina han demostra 

do una estimulacién a bajas concentraciones del supuesto in 
hibidor, y una inhibicién prâcticamente del 100% a concen 

traciones elevadas. Estos resultados coinciden con los obte 
nidos para la ATPasa de M. lysodeikticus unida a la membra­
na (188).
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En las ATPasas fotosintéticas de cloroplastos (94) y 
R. rubrum (I89) la accién de la atebrina ha recibido gran 
atencién, pero no ha sucedido as! en bacterias. Los primeros 

estudios se deben a Greenwalt y col. (95) en la ATPasa de 
B. megâterium y Gross y Coles (96) en la de S . aureus. Ambas 
ATPasas se inhiben por la accién de la atebrina tanto en es 
tado soluble como unido a la membrana. Un hecho interesante 
al respecto fue la diferencia en el grado de inhibicién en-

2+ 2+contrada por Greenwalt dependiendo del uso del Ca o Mg 
como catién activador del enzima.

De los resultados de estas investigaciones se despren
de que la atebrina afecta prinoipalmente a los factores de
acoplamiento que se comportan como ATPasas dependientes de 

2+Ca • Esta dependencia del catién ha sido corroborada por 

los recientes estudios llevados a cabo en nuestro laborato­
rio con B?^ de M. lysodeikticus y E. coli (97).

La interrelacién Ca^*-atebrina, y los datos cinéticos 
que poseemos, nos ha inducido a pensar que la dnica hipéte- 
sis posible del mecanismo de accién de la atebrina es que 

ésta, al igual que el calcio, actde como efector 0 modula­
dor de la reaccién enzimâtica. Dicha reaccién se llevaria 
a cabo mediante un mecanismo de transicién lenta (190) que
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es un tipo de modelo cinético que produce cooperatividad 
( de ahl el alto coeficiente de cooperatividad encontrado 

para la atebrina) y que ha sido descrito para varios enzimas 

tanto monoméricos como oligoméricos (190-192). Ambos efecto 

res (calcio y atebrina) inducirian los cambios conformacio- 
nales en el enzima que posibilitarian e inhibirian la hidré 
lisis del ATP.

La diciclohexilcarbodiimida es un inhibidor potente 
de la ATPasa unida a la membrana de M. lysodeikticus (J. Ca 
rreira, comunicacién personal) pero no ejerce ningdn efecto 
sobre el enzima en la forma soluble. Este hecho sucede en 
otros sistemas ATPasa bacterianos, como S. faecalis (92, 93) 

y E. coli (187, 193, 194) en los que se comprueha la abso- 
luta ineficacia del DCGD como inhibidor del enzima soluble. 

Weiner y col. (195) demostraron que el DCOD no sélo es inhi 
bidor de la ATPasa ligada a la membrana sino también del trans 

porte active, por lo que el DCCD résulta dtil en estudios de 
la funcién fisiolégica del enzima, aunque su mecanismo de in 

hibicién es todavla desconocido.

Berger (196) y Simoni y col. (197) propusieron que el 
acoplamiento de la energia metabélica al transporte activo 
se efectuaba a través de. la ATPasa y la evidencia que une al
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enzima con el transporte activo lo demuestra el hecho de que 
el DCCD inhibe en S. faecalis la acumulacién celular de 

y aminoâcidos (92, 93), Los estudios llevados a cabo con 
mutantes nos dan una informacién mâs compléta y précisa. El 
aislamiento de mutantes de S. faecalis con una ATPasa resis 

tente al DCCD demostré que tanto la actividad ATPasa como 
la incorporaciân de K*** y cicloleucina eran résistantes a la 
accién inhibidora de la diciclohexilcarbodiimida (93). Ro­
sen (198), utilizando un mutante de E. coli que carecia de 
actividad ATPasa y transporte active, restauré parciaimente 
la capacidad de transporte en presencia de DCCD. En la mis- 
ma linea de experimentos, Bragg y col. (199) pudieron res­
taur ar la actividad transhidrogenasa de un mutante por adi 
cién de DCCD. Este les llevé a suponer que la ATPasa ténia 
un papel como proteina acoplante de energia y otro como en­

zima catalizador de la hidrélisis del ATP. De todos estos 
resultados puede deducirse la funcién de la ATPasa como fac 
tor de acoplamiento de energia al transporte activo y que 
el DCCD puede desempehar en parte esa funcién de la ATPasa 

como proteina. Esta posibilidad ya habia sido sugerida a 

propésito de la fosforilacién oxidativa en mitocondrias 
(200).
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Estas conclusiones, aunque demuestran que el DCCD 
reacciona con el aparato de transduccién de energia que aco 
pla la actividad ATPasa al transporte activo, no dan una ex 
plicacién definitiva acerca de su mécanisme inhibidor. Ha*- 

rold y col. (193) propusieron que el DCCD se unia a una pro 
teina de membrana que de alguna manera impedia la actividad 

enzimâtica de la ATPasa. Aunque podria pensarse la existen­
cia de una interaccién mâs directa ATPasa-inhibidor, el he­
cho de que en la proteina soluble no se produzca inhibicién 
prueba que debe haber algün componente de la membrana im- 
plicado en el efecto del DCCD sobre la ATPasa. Una evidencia 
adicional la constituye el que el enzima inhibido por DCCD 
récupéré su actividad cuando se solubiliza de la membrana. 
Ademâs, si se vuelve a fijar la ATPasa soluble a las membra 
nas desprovistas de enzima, éste se vuelve sensible otra 

vez al DCCD (92). Por âltimo, la ATPasa soluble se inactiva 

cuando se fija a las membranas previamente tratadas con dici 
clohexilcarbodiimida.

En consecuencia creemos que el DCCD inhibe a la ATPasa 

de membrana por un acopamiento entre alguna o algunas 

subunidades del enzima con otra u otras proteinas adyacen- 
tes en la membrana, lo que conduce a una pérdida de activi 
dad. Se ha comprobado que la accién inhibidora es irreversi
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ble mientras el enzima permanezca unido a la membrana y que 
el grado de inhibicién depends del tiempo y de la concentra 
cién del DCCD (92), lo que sugiere una unién covalente entre 

el inhibidor y las proteinas de membrana. El hecho de que 

otros compuestos del tipo carbodiimida sean también inhibi- 

dores de la actividad ATPasa unida a la membrana, demuestra 
que el grupo funcional carbodiimida es el factor comùn res­
ponsable de la inhibicién (201).

4.2 Reconstitucién del comple.jo enzima-membrana.
2 +La necesidad de cationes, y en especial de Mg , para

la restauracién y estabilizacién del complejo ATPasa-membra
na ya habia sido sehalada por Abrams y col. en S. faecalis
(58, 108). Estos investigadores demostraron la existencia
de una proteina denominada nectina (pm= 37.500 Dalton)

2 +que parecia estar unida al enzima por uniones de Mg y era 

indispensable para la reconstitucién del complejo (60). Se 
propuso el siguiente esquema de ensamblaje ”in vitro”:

Mg2+
ATPasa + nectina ^ ^ ATPasa - nectina (soluble)

MgZ+
(ATPasa - nectina) + Membranas ^ ^ ATPasa-nectina-membranas
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Nuestros resultados muestran una fijacién de la
ATPasa a la membrana de M. lysodeikticus del 65% en presen- 

2+cia del Mg , lo que confirma los previos hallazgos de Sal­

ton y col. (133) obtenidos en este microorganisme. La inme- 

diata interpretacién es que la ATPasa estaria asociada a la 
membrana por uniones que implican al Mg^*, como en el caso 
de S. faecalis.

Estudios posteriores llevados a cabo en E. coli y
2+S. faecalis han corrohorado la importancia del Mg y han

tratado de esclarecer la naturaleza de estas uniones enzima-
-catién. Recientemente Abrams y col. (85) informaron que
los iones Mg^* actdan como enlaces entre la subunidad S

(peso molecular 20.000 Dalton de BP^ de S. faecalis y
el reste de la molécula enzimâtica. Las preparaciones de

ATPasa obtenidas por electroforesis en gel en ausencia de 
2 +Mg carecen de dicha subunidad y son incapaces de volver a

2-ffijarse a la membrana. Por lo tanto todo indica que el Mg 

une la subunidad S a BF^ y esta subunidad enlaza de nuevo 
al enzima con la membrana. Estos hechos expérimentales suge 
rian ademâs que la nectina era fun c i onalment e équivalente 
a 6 (85). En la ATPasa de E. coli también ha sido identifi- 
cada la subunidad S como factor de unién (202 - 204) aun­
que en este caso no se ha demostrado adn su asociacién con
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2+BF^ a través de puentes de Mg •

Las dltimas investigaciones realizadas al respecto 
implican a la subunidad o( de S . faecalis (205). La modifi- 

cacién sufrida en esta subunidad por accién de la quimo- 

tripsina impide la fijacién dé la ATPasa a la membrana aun­

que esté presents 6 . Una modificacién similar en la subuni 
dad o< de BF^ de M. lysodeikticus ha sido observada en nues­
tro laboratorio de tratar el enzima con tripsina (132). Da­
do que ya Salton y col. (133) habian demostrado que la 
ATPasa de M. lysodeikticus solubilizada con n-butanol, inde 
pendiente de tripsina y carente de subunidades minoritarias 
no vuelve a fijarse de nuevo a la membrana plasmâtica, cree 
mos que poseemos los suficientes datos para afirmar que la 
integridad de la subunidad , asi como la presencia de 
(anâloga a 6 de S. faecalis y E. coli) son absolutamente 

indispensables para la reconstitucién del complejo ATPasa- 
-membrana. No se ha estudiado el papel de esta lîltima subu­

nidad pero no es demasiado aventurado extrapolar a la ATPasa 
de M. lysodeikticus la funcién que représenta en las 

ATPasas de los dos microorganisms anteriormente mencionados 
(s. faecalis y E. coli). Nuestro estudio con la ATPasa solu 
ble dependiente de tripsina no dispone de suficientes resul
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tado s expérimentales peira averiguar el mecanismo molecular
2+de la interaccién del Mg con las subunidades y el enzima, 

pero dada la necesidad de este catién en la reconstitucién, 
es muy probable que, al igual que en de S. faecalis, 
forme puentes de unién entre o( y/o y el resto de la molé 
cula de ATPasa,

4.3 Nucleotides fijados a BF^ de Ma. lysodeikticus.

Actualmente existe una gran evidencia de que las molé 
culas de los factores de acoplamiento contienen adeninnu- 
cleotidos fuertemente unidos, aunque esta unién no es cova­
lente. Ademâs de los encontrados en F^ (109 - 111), CF^
(116) y BF^ de S. faecalis (ll8, 119) y E. coli (122) exis- 
ten también en varias membranas como particulas submitocon- 
driales (206), membranas de tilakoides de cloroplastos (116) 
y en los cromatéforos de R. rubrum (207).

El significado de los nucleotidos unidos a F^ y OF^ 
en los mecanismo de la fosforilacién oxidativa ha sido te­

ma de recientes formulaciones (206, 208, 209) aunque estas 

funciones no estân claramente demostradas. Sin embargo en 

bacterias, donde las investigaciones llevadas a cabo sobre 

el papel de estos nucleotidos han sido comparativamente es*-
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casas, Abrams y col. (119) consideran remota la posibilidad 
de que estén relacionados con la fosforilacién oxidativa ya 
que su microorganisme estudiado, S. faecalis, es un fermen- 
tador homolâctico que carece de citocromos por lo que sélo 

realiza fosforilacién oxidativa en circunstancias extraordi 
narias (210). Su interpretacién es que pueden representar 
un papel importante en la fase de acoplamiento de energia 
del transporte activo, influyendo en la actividad cataliti- 
ca o en el estadoconformacional de la ATPasa unida a la mem­
brana.

En el présente trabajo hemos demostrado que la ATPasa 
purificada de M. lysodeikticus contiens nucleotidos firmemen 
te unidos. la naturaleza del enlace no estâ definida pero el 
hecho de que se liberen del enzima al lavar los geles con 
âcido acético al 10% y su intercambio con nucleotidos exé 
genos, nos permits afirmar sin lugar a dudas que no es cova 

lente. Estos resultados representan un nuevo ejemplo de es­

ta propiedad que comparten todas las proteinas transductoras 
de energia estudiadas hasta el momento. 8in embargo exister 

diferencias entre ellas en cuanto al ndmero de los nucleoti 

dos unidos como ya informamos en la Introduccién (1.2.6).
Los datos que aportamos a este respecto también difieren de 
los resumidos en la Tabla II.
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Del estudio que hemos realizado podemos concluir que 
una forma activa de de M. lysodeikticus contiens 2 mo­
les de ATP fuertemente unidospor mol de enzima. Extrapolan

do los resultados obtenidos con células crecidas en 
32 1P -ortofosfato, parece razonable concluir que el ADP es 

tâ unido a BF^ en la misma cantidad que el ATP. Aunque no 
hayamos encontrado AMP ni Pi no podemos descartar que for- 
men parte de la ATPasa, pero su exacta identificacién y 
cuantificacién necesitarla una experimentacién ulterior, 
la carencia de AMP es general en todas las ATPasas estudia 
das, pero no asi la del Pi que se observa en BF^ de E. coli 
(122) y en los experimentos de fijacién ”in vitro" realiza 
dos en S. faecalis (119).

El fâpido intercambio de los nucleotidos endégenos 
de la ATPasa de M. lysodeikticus es una propiedad ünica de 

este enzima comparado con otras ATPasas transductoras de 

energia. En F^ de mitocondrias de corazén de buey (109) y 

BF^ de E. coli (122) y de S. faecalis (120), el complejo 

ATPasa-nucleotido endégeno es muy estable y no intercambia 

con nucleotidos exégenos ahadidos, o si lo hace el proceso 

es muy lento. Por lo tanto la interpretacién de Abrams y No 

lan (119) de que los nucleotidos unidos a la ATPasa son
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diferentes del ATP y ADP que se asocia transitoriamente al

enzima durante la hidrélisis del ATP, no podemos hacerla

extensive a de M. lysodeikticus, aunque no excluyamos
la posibilidad. Por otra parte el intercambio ATP endégeno-

2+ATP exégeno no dependede la presencia del Ca .En conse­
cuencia creemos que la fijacién del ATP a la ATPasa de

2+M. lysodeikticus es un proceso independiente del Ca , lo
que abogaria por atribuirle al catién una funcién en la
hidrélisis del ATP y no en su fijacién, como ya sugerimos

2+al discutir el efecto del Ca en la ATPasa soluble (4.1).
Es interesante también el hecho de que los sitios de fija­
cién parezcan ser équivalentes para el ATP y el ADP aunque 
este dltimo nucleotido muestre una mayor afinidad por ellos.

De particular interés en estos estudios es el haber 
encontrado una correlacién entre el nivel de la actividad 
ATPasa y la cantidad de nucleotido unido. La saturacién de 

los sitios parece ser un requisite para que el enzima po- 

sea la mâxima actividad independientemente del tipo de nu­

cleotido que los ocupen (ATP o ADP). El descenso de la can 
tidad de nucleotido unido tiene como resultado una pérdida 

de la actividad hidrolitica de ATP. Es dificil en estos mo 
mentos decir si la disminucién de los nucleotidos fijados
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es la causa o el efecto de la inactivacién de la ATPasa, 

aunque la primera posibilidad parece mâs probable. Un meca 
nismo que explicara la pérdida de actividad podria ser:

1.- La liberacién lenta de una parte del ATP fijado 
mediante un proceso de equilibrio con el medio.

2.- La hidrélisis del ATP libre induce cambios con- 
formacionales en el enzima y/o un cambio en su 
capacidad de fijar nucleotidos.

3.- El proceso es irreversible a causa de que en el 
medio no hay una concentracién de ATP y/o ADP 
suficiente para rellenar los sitios.

4.- El almacenamiento de la protelna bajo estas con 
diciones producirla la inactivacién de la ATPasa.

No hay todavla bastante evidencia que corrobore este 
mecanismo, aunque se ha demostrado la existencia de dife­

rencias conformacionales entre formas del enzima que son 
catallticamente diferentes (131, 211) y la induccién de 

cambios moleculares por hidrélisis del sustrato (Carreira,
J y Munoz, E., comunicacién personal). Las propiedades es- 

peclficas de los nucleotidos fuertemente unidos a la ATPasa 

de M. lysodeikticus constituyen un nuevo ejemplo de que a
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pesar de las similitudes que existen entre las proteinas 

transductoras de energia, hay también diferencias entre 

ellas. Estas peculiaridades pueden ayudar a comprender el 
papel fisiolégico de cada una de estas proteinas,

4.4 Papel de los fosfollpidos en la ATPasa de M. lysodeik­

ticus.

Hemos demostrado que los fosfollpidos no forman parte 
de la molécula de ATPasa de M. lysodeikticus. Este résulta 
do es una confirmacién de los estudios previos que se ha­
bian llevado a cabo utilizando diferentes métodos (128, 212) 
Por esta carencia de fosfollpidos el factor de acoplamiento 
(BP^) de M. lysodeikticus es similar al de mitocondrias (50) 
y cloroplastos (51). En bacterias sin embargo, aparece una 
controversia a este respecto. Mientras que BP^ de S. faeca­

lis no contiens fosfollpidos, aunque interacciona con capas 

lipldicas cambiando sus propiedades conductoras (213, 214), 
Peter y Ahlers han informado que la ATPasa de E. coli es 
una lipoprotelna que contiens 40 nmoles de fosfollpido por 
nmol de enzima (lOl). Nuestros métodos expérimentales nos 

han permitido detectar menos de 3 nmoles de fosfollpido 

por 100 nmoles de BP^ de M. lysodeikticus lo que nos per­
mits afirmar que no es una lipoprotelna. Posteriores estu-
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dios realizados en nuestro laboratorio han demostrado su 
naturaleza glucoproteica (215).

Hemos encontrado que el fosfatidilglicerol es el fos 
folipido mayoritario que se libera de la membrana junto 

con la ATPasa al solubilizarla. Al obtener el mismo resul­
tado en las membranas desprovistas de enzima podemos ex- 
cluir la existencia de una selectividad en los fosfollpidos 
que acompahan a la ATPasa cruda, selectividad que sugerirla 
una asociacién del enzima en la membrana con una détermina 
da clase de fosfollpidos.

El anâlisis de la composicién fosfolipldica de las 

membranas residuales no concuerda con los resultados expues 
tos previamente por Thomas y Ellar (216) y Me Farlane (217). 
Estos investigadores, dando pulsos radiactivos de muy corta 
duracién a las células de M. lysodeikticus, encontraron que 
la composicién en fosfollpidos de sus membranas constaba de 

cardiolipina (difosfatidilglicerol) (67%), fosfatidilglice­

rol (27%) y fosfatidilinositol (7%). Dado que nosotros he­
mos utilizado los mismo métodos de extraccién y deteccién 
lipldica sélo podemos explicamos esta discrepancia si con­

sidérâmes que tanto la cardiolipina como el fosfatidilinosi 
toi tienen un recamhio mucho mâs râpido que el fosfatidilgli
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cerol, lo que h aria que el [2-^]^licerol se almacenara fi- 

nalmente en este dltimo fosfollpido. De hecho, en los expe 

rimentos con células crecidas hasta fase exponencial encon 

tramos trazas de cardiolipina que no se manifiestan en las 

membranas de células procédantes de fase estacionaria* El 
recambio del fosfatidilglicerol no es bien conocido toda- 
via pero estudios llevados a cabo en E. coli (218, 219) 
muestran la complejidad del metabolismo de este fosfollpi­
do, siendo diferente el grado de recambio del glicerol no 
acilado y el acilado dentro de la misma molécula. Por tan- 
to no exclulmos la posibilidad de que exista gran cantidad 
de cardiolipina o fosfatidilinosinol en las membranas de 
M. lysodeikticus que no hayamos podido detectar por méto- 
dos radiactivos.

la estimulacién del 30% de la actividad hidrollti 
ca de de M. lysodeikticus producida por el extracto de 

fosfollpidos del enzima soluble nos ha sorprendido, ya que 
al no ser una lipoprotelna ni protelna intrlnseca de mem- 

brana no se le pueden aplicar los razonamientos que se han 

desarrollado para explicar la estimulacién observada en la 

ATPasas intrlnsecas del réticule sarcoplâsmico (104) o en 
otros enzimas intrlnsecos de membrana como la citocromo 
oxidasa (220). la dnica especulacién que se puede hacer al
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respecte es que a pesar de ser la ATPasa de M. lysodeikticus 
una protelna extrlnseca, es posible que alguna parte de la 
molécula esté incluida en la bicapa lipldica.

4.5 Estudio molecular de la bioslntesis de BPi de M. Ivso-
deikticus. Efecto de la cerulenina.

El estudio que hemos llevado a cabo de la bioslntesis 
de BF^ ”in vivo" nos ha permitido seguir hasta cierto punto 
la slntesis y recambio de las distintas subunidades de la 
molécula, lo que représenta una novedad en lo que a facto- 
res de acoplamiento bacterianos se refiere. Ya que no se ha
podido disponer de cultives sincronizados, las técnicas em
pleadas de pulso y pulso y caza han proporcionado informa- 
cién de gran interés.

Hemos seguido la incorporacién de [^jaminoâcidos en 

las distintas fracciones celulares de M. lysodeikticus. y 
conseguido purificar BFĵ  marcada radiactivamente al igual 

que otros autores han hecho con F-ĵ de distintas fuentes mi- 
tocondriales (140, 143) y OF^ (146). La alta radiactividad 
especlfica del enzima obtenida con sélo 7 min de pulso 

nos demuestra que la ATPasa se sintetiza en fases tempranas 

del crecimiento celular, habida cuenta de que el tiempo de 
generacién es de 4 horas 30 min. Este resultado no nos sor
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prende si considérâmes que M. lysodeikticus es una bacteria 
aerobia estricta que posee un potente sistema para la fosfo 
rilacién oxidativa situado en un muy bien desarrollado sis­
tema membraneso. Por tante es légico suponer que los enzimas 

implicados en este proceso se sinteticen râpidamente en la 
célula. Otro rasgo importante a serîalar es que la radiacti­
vidad especlfica de las membranas es siempre mayor que la 
de las fracciones citoplâsmicas. Tani y ïïendler (221) encon 
traron que también los esferoplastos de E. coli eran mâs ac 
tivos que el citoplasma en incorporacién de aminoâcidos y 
esta observacién se ha ido repitiendo en los estudios de in 
corporacién de membranas celulares (222).

La existencia en bacterias de un dnico tipo de riboso 

mas no plantea los problemas que surgen en las células eu- 
cariéticas, donde las protelnas de membrana de mitocondrias 
y cloroplastos pueden ser sintetizadas por los ribosomas ci 

toplâsmicos p por los propios del orgénulo (1.3). A pesar 

de ello se sabe que en la membrana bacteriana hay algimos 

ribosomas unidos a la misma o a un complejo ADN-membrana 

(223), lo que ha suscitado numerosos estudios encaminados a 

averiguar el origen de las protelnas y enzimas de membrana 
de los microorganismos. Un ejemplo de enzima sintetizado
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por los polirribosomas unidos a la membrana plasmâtica de 
E. coli es la fosfatasa alcalina, que se traslada en forma 

inactiva basta la regidn periplâsmica (224). Nosotros hemos 
sugerido sin embargo que la ATPasa de M. lysodeikticus se 

sintetiza en el citoplasma a partir de precursores y se in 
corpora mâs tarde a la membrana celular. El mismo proceso 
de slntesis ha sido descrito entre otros, para la succlnico 
deshidrogenasa, enzima de membrana de B. subtilis (149, 150)

Esta slntesis en el citoplasma puede ser parcial, co 
mo ocurre en CF^ dénde sélo las subunidades mayoritarias 
se sintetizan en el citoplasma (146), o total, en cuyo caso 
existen dos posibilidades:

a) Que las subunidades se sinteticen por los ribosomas 
citoplâsmicos y se trasladen a la membrana ensamblân 
dose alll para dar lugar al enzima funcional.

b) Que el ensamblaje de las subunidades ocurra en el 

mismo citoplasma y sea BF^ la que se traslade a la 

membrana una vez constitulda su e structura cuatema- 

ria ( al igual que F^ y OSCP en la mitocondria (30)).

Los datos que hemos presentado apuntan mâs hacia la 
segunda posibilidad, pero al no poder utilizer inhibidores 
como prueba concluyente (como se ha hecho al estudiar la
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bioslntesis de la ATPasa mitocondrial y de cloroplastos) no 
podemos damos por totalmente satisfechos. De todos modos, 
el descenso de radiactividad observado en el citoplasma y 

aumento en la membrana es de suficiente magnitud para que 
sea responsable del mismo una protelna mayoritaria de la 

membrana plasmâtica como es la ATPasa. El proceso mediante 

el cual los enzimas sintetizados en el citoplasma se incor 
poran a sus membranas respectivas es desconocido por el 
momento, y las posibles hipdtesis a este respecte se han 
comentado en la Introduccién (1.1.2).

En la mayor parte de las células, los constituyentes 
proteicos del citoplasma y membranas estân continuamente 
degradândose y sintetizândose. Esta propiedad ha sido em- 

pleada para examinar las interconversiones de unas protel­

nas en otras dentro de las células u orgânulos de las mis- 
mas. Como ejemplo podemos citar los estudios llevados a ca 

bo en protelnas mitocondriales de, Neurospora crassa (225, 

226) e hlgado de rata (227, 228), donde se ha demostrado 

la dependencia del tiempo en el marcaje de protelnas y la 

conversion de las de menor peso molecular en otras de peso 
molecular mâs elevado. Esta dltima observacién nos ha indu 
cido a pensar en la existencia de una posible interrela- 
cién entre las distintas subunidades y componentes de BP^
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de M. lysodeikticus, que nos ayudaria a comprender el meca 
nismo molecular de formacién del enzima.

Los resultados que présentâmes concernientes a las 

dos subunidades mayoritarias, cK y p  , nos demuestran que 

ambos polipéptidos son especies moleculares diferentes, lo 
que corrobora lo ya descrito a este respecte para la ATPasa 
de M. lysodeikticus (129) y en general para los demâs fac- 
tores de acoplamiento estudiados. La disminucién tan acu- 
sada de radiactividad de en relacién a p a medida que el 
cultive va envejeciendo no nos permite ninguna duda al res­
pecte tante mâs cuando al adicionar medio fresco en la caza 
se observa un aumento en el perfil de absorbancia de o< y 
no asi de su radiactividad.

La posibilidaddsquep  incorpore los aminoâcidos de (X 

sélo podria demostrarse haciendo un anâlisis del recambio 

de las demâs protelnas celulares, tal y como hicieron 
Kuzêla y col. (227) y Hofmann y col. (228) al estudiar las 

relaciones entre protelnas mitocondriales. Lo mâs probable 

es que cada subunidad lleve una vida independiente de la 
otra.

El estudio comparativo con el resto de subunidades y 
componentes de nos dâ resultados muy complejos y difl-
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elles de interpreter, pero podemos sacaf algunas conclusio 
nés interesantes. El components X ha sido observado ùnica- 
mente en las preparaciones de procédantes de la cepa B 

(131) y no tiene anâlogo en los demâs factores de acopla- ' 

miento conocidos. Se sabe muy poco acerca de él y se ha 

cuestionado su naturaleza como verdadera subunidad (131).
Por los datos que aportamos, este components aparece tar- 
diamente en la ATPasa, ya que su presencia es casi imper­
ceptible en las fases tempranas de crecimiento celular. la 
relacién observada entre (<X + p ) y X nos sugiere que es 
muy posible que se trate de un agregado de pâptidos o poli 
péptidos de alto peso molecular dificil de disociar 0 que 
va formândose lentamente adhiriéndose a la molécula protel 
ca y es el precursor inmediato de las subunidades mayorita 

rias.

El perfil de absorbancia de la subunidad ^ va dismi 

nuyendo conforme las células se acercan a la fase estacio- 

naria, como consecuencia del agotamiento del medio. En es­

te sentido el aumento observado en las cazas puede ser pro 
bablemente debido a la adicién de medio fresco, al igual 

que sucede con los componentes de menor peso molecular y 
alta movilidad relativa. La naturaleza de estes componentes
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es también dudosa pero se ha especulado que puedan ser pég 
tidos procédantes de la degradacién de y ^ , o bien pég 

tidos pequehos que se encuentren entre las subunidades.
Los resultados obtenidos parecen descartar la primera posi 
bilidad ya que no hemos evidenciado ninguna correlacién en 

tre estos componentes y las subunidades mayoritarias. Del 
mismo modo la subunidad y  también parece ser independien­
te sin guardar relacién alguna con el resto de las subuni­
dades. Esta subunidad y es la que posee el recambio mâs 
râpido de todas y lo mâs probable es que se sintetice a 
partir de péptidos precursores ya formados en el citoplas­
ma.

En mitocondrias y cloroplastos, donde mâs extensos 
han sido los estudios sobre bioslntesis de ATPasa, se ha 

seguido también la incorporacién de aminoâcidos en las di£ 

tintas subunidades del enzima (140, 143, 146) como ya he­
mos indicado, pero estas investigaciones han ido encamina- 

das principalmente a la büsqueda del sitio de slntesis de 

las mismas y no con objeto de encontrar posibles interrela 
clones como ha sido nuestro propésito.



142

Ya que las membranas biolégicas constan principalmen 
te de llpidos y protelnas, es interesante determinar si en 
la célula viva hay una regulacidn comdn de la bioslntesis 

de estos componentes en la membrana. El método mâs utiliza 
do para intentar resolver el problems ha consistido en el 
bloqueo experimental de la bioslntesis de llpidos en las 

células bacterianas. Dado que casi todos ellos estân loca- 
lizados en la membrana plasmâtica es de esperar que la inte 
rrupcién genética (estudio con mutantes auxétrofos para de 
terminados âcidos grasos o para el glicerol) o bioqulmica 
(empleo de inhibidores de slntesis lipldica) de su biosln­
tesis tenga un efecto directo sobre la de la membrana.

Nuestro interés se ha centrado en comprobar en qué 
medida la falta de slntesis de llpidos afecta a la biosln- 
de la ATPasa de M. lysodeikticus observando al mismo tiem­

po las consecuencias que el cese de nueva slntesis de fos­

follpidos puede tener en las células de este microorganis- 
mo.

Hemos demostrado que la cerulenina, que bloquea râpi 

damente la slntesis de âcidos grasos, inhibe el crecimien­
to de M. lysodeikticus en un 30% a la concentracién de an-
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tibiético ensayada. Similar resultado habia sido observado 
en B. subtilis (l82) y E. coli(l8l). La explicacién mâs 
probable es que esta inhibicién del crecimiento por caren- 
cia de slntesis de âcidos grasos sea debida a una pérdida 

de eficacia en la produccién de energla de la fosforilacién 
oxidativa a causa de la disminucién del contenido de llpi­
dos de la membrana, o bien a la reduccién en las células de 
la capacidad para concentrar moléculas que sean esenciales 
para la bioslntesis o produccién de energla debido a los de 
fectos de permeabilidad en los sistemas. En los estudios 
llevados a cabo con mutantes de S . aureus auxétrofospara el 
glicerol se ha encontrado que la actividad especlfica del 
transporte de glicocola disminuye con el tiempo,lo que in- 
dica que el sistema de permeabilidad ya no se sintetiza o 
si lo hace ha perdido su eficacia (229).

Centrândonos en la accién de la cerulenina sobre la 

ATPasa, hemos observado que la cantidad de enzima se ve 
afectada por la presencia del antibiético. Sin embargo, 

aunque la actividad especlfica de la ATPasa soluble procé­

dante de células tratadas con cerulenina sea menor que la 
de las células control, esta disminucién es probablemente 
debida al descenso de la cantidad de enzima y no a la pér­
dida de actividad para hidrolizar el ATP. Por ello creemos
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poder afirmar que la carencia de nueva slntesis de âcidos 
grasos no afecta a la actividad ATPasa. Lo mismo sucede con 
otras actividades enzimâticas en algunos microorganismos, 
por ejemplo, en S. aureus las actividades fosfotransferasa, 
p -galactosidasa y permeasa no sélo no disminuyen sino que 

aumentan en ausencia de nueva slntesis de llpidos (47) al 
igual que el sistema de transporte de citrato en B. subtilis 

(230). La incorporacién de aminoâcidos por parte de BP^ de 
M. lysodeikticus tampoco disminuye por la adicién de ceru­
lenina al medio de cultivo, sino que expérimenta también 
un ligero aumento. En consecuencia sugerimos que la carencia 
de slntesis de llpidos en las células de M. lysodeikticus 
no afecta a la slntesis de ATPasa pero si a la integracién 
de este enzima en la membrana plasmâtica.

La aparicién de una nueva banda en geles de poliacri 
lamida es un date a considerar pues aunque no posea acti­
vidad hidrolltica de ATP podria ser consecuencia de un des 

doblamiento en alguna subunidad de BP^, no necesaria para 

la actividad catalltica pero si para el ensamblaje del 

enzima en la membrana, y cuya integridad necesitarla la pr£ 

sencia de âcidos grasos 0 fosfollpidos. Por lo tanto séria
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necesario un estudio mâs detallado con protelna purificada 
de los efectos de la cerulenina en que aunque no ha si

do el ohjetivo inicial de la investigacidn, ha revelado ser 
un tema interesante que ayudarâ junto con los demâs datos 
que hemos presentado, a una comprensidn mâs compléta de la 
formacién de la estructura cuatemaria del factor de acopla 
miento de M. lysodeikticus.
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5. CONCLUSIONES

1.- La ATPasa de M. lysodeikticus en su estado soluble 
es estimulable por tripsina basta un 150-200% de 

su actividad basai.

2.- La relacién tripsina:ATPasa que produce la mayor 

estimulacién es 1/15 (peso/peso).
2+3.- El Ca estimula la actividad de la ATPasa soluble,

2 +siendo la relacién éptima ATP/Ca =1. Creemos
2 +que el ATP-Ca no es el verdadero sustrato de la 

ATPasa.

4.- Los parâmetros cinéticos de la ATPasa soluble. Km y 
Vm aumentan siempre en presencia de tripsina.

5.- La atebrina a bajas concentraciones (0,1-0,3 mM) es 
timula la actividad ATPasa soluble y a altas (2,5 

mM) la inhibe. El tipo de inhibicién es no competi- 
tiva mixta.

6.- La diciclohexilcarbodiimida no inhibe la actividad 

de la ATPasa soluble.

7.- Se ha conseguido una reconstitucién ATPasa soluble-
2+-membrana de un 65% mediada por adicién de Mg
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8.- La ATPasa purificada de M. lysodeikticus contiens 

nucleotidos asociados a la molécula por medio de un 
enlace fuerte pero no covalente. Han sido identifi- 
cados como ATP y ADP. La cantidad de ATP es de
2 moles/mol Y pensâmes que el ADP esté en condi 
clones de equimolaridad con el ATP. Estos nucleoti­
dos endégenos se intercambian con ADP y ATP exégeno. 
El intercambio del ATP endégeno por ADP exégeno no 
afecta a la actividad enzimâtica.

9.“ Hay correlacién, aunque no totalmente lineal, entre 
el nivel de ATP endégeno y la actividad ATPasa. Pen 
samos que esta liberacién del ATP endégeno, que se 
produce por conservacién prolongada de la protelna, 
es la causante del descenso de actividad.

10.- BP^ de M. lysodeikticus no es una lipoprotelna. No 
obstante y a pesar de ser una protelna extrlnseca 
de membrana, los fosfollpidos que la acompaHan en 
la forma soluble (fosfatidilglicerol) estimulan un 

30% su actividad.

11.- Los fosfollpidos detectados en las membranas resi- 
duales de M. lysodeikticus son fosfatidilglicerol y 

trazas de fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina,
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no representando ninguna selectividad respecto a los 
que acompahan la ATPasa soluble.

12.- Hemos conseguido purificar de M. lysodeikticus 
marcada radiactivamente, con actividades especlficas 
de 200.000-400*000 cpm/mg protelna. La ATPasa se 

sintetiza en fases tempranas del crecimiento celular 
y su sitio de slntesis parece ser el citoplasma.

13.- Las subunidades mayoritarias o4 y ̂  , son indepen- 
dientes, siendo p metabdlicamente mâs estable. Am- 
bas guardan relacién con un components X en cuanto a 
slntesis se refiere. La subunidad 'g' es la que posee 
el mayor recambio de todas.

14.- La cerulenina inhibe el crecimiento de M. lysodeik­
ticus un 30% y reduce a la mitad la cantidad de 
ATPasa del extracts soluble. Sin embargo no afecta a 

la incorporacién radiactiva de BF^, ya que mâs bien 
la aumenta ligeramente.

15.- Pensâmes que la inhibicién de slntesis de âcidos gra 
SOS, debida a la cerulenina, no afecta a la slntesis 

de la ATPasa de M. lysodeikticus pero si al ensambla 

je del enzima en la membrana celular.
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