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ATPasa vacuolar

potencial de membrana
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“ADPMg inhibited form”
“ATP-waiting dwell” y “catalytic dwell”
“batch”

“catalytic cooperativity”
“closed

“his-tag”

“inside out”

“loose”

“Mg-ADP inhibited state”
“open”

“random”

“slipping”

“stock”

“strep-tag”

“subsite”

“fight™
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Resumen

La ATPasa mitocondrial (F1F, ATPasa/sintasa o H"-ATPasa mitocondrial)
cataliza de manera reversible la sintesis de ATP acoplada a la translocacion de
protones a través de la membrana interna mitocondrial. Esta constituida por un
oligdmero proteico hidrofébico (F,) firmemente integrado en la membrana
interna mitocondrial y por un sector hidrosoluble (F1 o ATPasa soluble) que
esta unido a F,. F1 estd compuesta por cinco subunidades con la siguiente
estequiometria: azBayde y presenta seis sitios de union para nucleétidos tres de
ellos cataliticos y tres no cataliticos. La FiF,-ATPasa unida a la membrana
interna mitocondrial (SMP) es capaz de catalizar la sintesis y la hidrélisis de
ATP, mientras que el sector hidrosoluble (F;), sélo es capaz de catalizar la
hidrélisis de ATP.

Un método sensible, rapido y sencillo que permita determinar la
concentracion de ATP y ADP presentes en el NAD(P)H o NAD(P) es necesario
en estudios cinéticos de enzimas que utilizan ATP o ADP, especialmente
cuando la actividad de las mismas es medida empleando sistemas acoplados
basados en monitorear la oxidacién de NAD(P)H o la reduccion de NAD(P). Se
disefio y optimiz6 un método cinético, espectrofotométrico, basado en un ciclo
catalitico de sustrato (hexoquinasa + piruvato quinasa), acoplado a lactato
deshidrogenasa (LDH) para monitorear la velocidad del ciclo. Esta depende, en
ciertas condiciones, de manera lineal con las concentraciones de ADP y ATP.
Se determinaron las concentraciones optimas de glucosa (1 mM), PEP (2 mM)
y MgCl; (2 mM). Asimismo se determiné la cantidad de LDH necesaria para
minimizar el tiempo de latencia (t). La sensibilidad del método depende con la

concentracion de enzimas del ciclo. Cuando se utilizaron 20 Ul/mL de ambas
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quinasas se determiné que la sensibilidad era igual a 0,611 + 0,005 AAbs min™

nmol™ de AT(D)P. El limite de deteccion fue igual 9,3 pmol y la reproducibilidad
fue igual 5,6 %. El método permitié estimar que una preparacion comercial de
NADH contenia 0,85 + 0,01 pmoles AD(T)P/nmol NADH. Asimismo fue posible
estimar que existen trazas de ATP y ADP en otros componentes del medio de
reaccion, las que pueden ser eliminadas por pre-tratamiento del medio de
reaccion con apirasa.

La H*-ATPasa es una enzima de comportamiento cinético complejo que,
aun cuando se utiliza un sistema acoplado PK + LDH que mantiene constante
la [ATP] y muy baja y constante la [ADP], muestra cinéticas de reaccion
bifasicas con el tiempo, comportamiento que es modificado por sulfito. Bajas
concentraciones de sulfito linealizan el curso temporal de la reaccion a bajas
[ATP]. La unién del anién a un sitio no catalitico acelera la velocidad de
disociacion de ADP del complejo MgADPeF; inactivo. En cambio a altas
concentraciones de ATP sulfito induce una inhibicion progresiva de la reaccion
de hidrdlisis uniéndose a un sitio catalitico aumentando la velocidad de
formacién del complejo inactivo MgGADPeF ;.

Es conocido desde hace mas de 50 afios que la actividad de la ATPasa
mitocondrial es influenciada por la presencia de aniones. En el Area Biofisica
de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas se han estudiado en
detalle el efecto de bicarbonato y sulfato sobre las reacciones de hidrolisis y
sintesis de ATP catalizadas por la ATPasa mitocondrial.

Se realizaron estudios cinéticos del efecto de sulfito sobre la hidrolisis de
ATP catalizada por SMP y F; utilizando un amplio rango de concentraciones del

anion y de ATP, los que permiten concluir que sulfito presenta un efecto dual: a
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concentraciones bajas se comporta como un activador no esencial y a
concentraciones mayores como un inhibidor completo.

La hidrélisis de ATP catalizada por el complejo de la ATPasa unido a
membranas (SMP), fue aumentada por sulfito a concentraciones menores a
0,15 mM, mientras que concentraciones mayores la inhibieron. De manera
similar a lo planteado para F1, estos resultados permiten postular que sulfito se
une a dos sitios diferentes en la ATPasa mitocondrial. La unién a un sitio con
alta afinidad (K; = 10 M) activa la hidrélisis de ATP incrementando Vmax Y
disminuyendo Kyate), Mmientras que la unién a un sitio con menor afinidad ( K, =
102 M) inhibe la hidrélisis de ATP disminuyendo Vimax Y Kmeartey (inhibidor mixto
lineal). Estudios empleando mezclas de sulfito y bicarbonato y sulfito y sulfato
permiten sugerir que sulfito se une con alta afinidad a un sitio no catalitico (al
igual que bicarbonato) y con baja afinidad a un sitio catalitico (al igual que
sulfato).

Sulfito 30 mM inhibe la sintesis de ATP acoplada a la oxidacién de
NADH por SMP. A dicha concentracion el anion no afecta el transporte de
electrones de NADH a oxigeno ni el grado de acoplamiento entre la cadena
respiratoria y la ATP sintasa.

De manera similar a lo observado al estudiar el efecto de sulfito sobre la
actividad ATPésica, se observo un efecto dual de sulfito sobre la sintesis de
ATP, estimulandola a bajas concentraciones e inhibiéndola a altas. Sulfito se
comportdé como un activador no esencial a [sulfito] < 2 mM, mientras que a
mayores concentraciones el anion actué como un inhibidor (mixto lineal

respecto de ADP y de Pi) de la sintesis de ATP.

xxiii



Estudios utilizando mezclas de aniones permitieron concluir que sulfito
(a bajas concentraciones) se comporta como ligando mutuamente excluyente
de bicarbonato respecto de sus efectos sobre la sintesis de ATP. Por otra parte
sulfito (a altas concentraciones) es un ligando mutuamente excluyente con
sulfato.

Fueron derivadas las ecuaciones correspondientes a las leyes cinéticas
que caracterizan: la dependencia de la velocidad de hidrdlisis de ATP con las
[ATP] y de [sulfito] y la dependencia de la velocidad de sintesis de ATP con las
[ADP], [Pi] y [sulfito], para un modelo de reaccion consistente en la unién no
mutuamente excluyente de sulfito a un sitio no catalitico (actuando como
activador no esencial) y a un sitio catalitico (actuando como inhibidor mixto
lineal). Las ecuaciones derivadas se corresponden con los comportamientos
experimentalmente observados para el efecto de sulfito sobre la hidrélisis y

sintesis de ATP.
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Introduccion

1. Introduccion

1.1. Introduccion ala bioenergética

En los mamiferos, la mayor parte del ATP proviene de la fosforilacion
oxidativa que ocurre en la mitocondria. Un abastecimiento adecuado de ATP es
fundamental para que la célula pueda cumplir sus funciones: contraccion
muscular, migracion celular, secrecion y mantenimiento de los gradientes de
iones gue sostienen la excitabilidad de las membranas. Las mitocondrias tienen
funciones esenciales en la homeostasis del calcio, en la sefializacién producida
por radicales libres y actian como guardianes de la muerte celular protegiendo
tanto a las proteinas pro y anti apoptéticas. Cuando un sistema es tan
fundamental para la vida y la muerte celular, su compromiso inevitablemente se
manifestard como una enfermedad, como resultado del deterioro de la funcién
celular y tisular. Los desérdenes de la funcibn mitocondrial han estado
implicados en la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas y
cardiacas (Duchen M.R., 2004). Por tanto, es de importancia un adecuado
entendimiento de los mecanismos gque gobiernan la homeostasis mitocondrial y
gue rigen las respuestas de su alteracién para encontrar la forma de manejar
estas enfermedades.

En mitocondrias, cloroplastos y bacterias aerébicas y fotosintéticas la
F1Fo-ATP sintasa es responsable de la sintesis de la mayor parte del ATP
esencial para el funcionamiento celular. ElI conocimiento del mecanismo y
regulacion de esta enzima es necesario para entender como el ATP es
sintetizado en concentraciones adecuadas para que la célula pueda llevar a

cabo sus funciones.
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Para sintetizar ATP, el complejo de la F1F,-ATP sintasa utiliza la fuerza
protdbn-motriz generada a partir de la fotosintesis o de la respiracion celular. El
mecanismo que utiliza la F;F,-ATP sintasa consiste basicamente en el pasaje
de protones a través de un canal que posee la enzima lo cual impulsa un
movimiento rotacional el cual provoca modificaciones conformacionales en las
subunidades cataliticas de la F;F,-ATPsintasa necesarias para unir ADP y P; y
liberar ATP. Por otro lado, la ATP sintasa es reversible, es decir que bajo
determinadas condiciones el complejo puede hidrolizar ATP. En este caso, los
cambios conformacionales en la enzima son impulsados por la unién de los
sustratos. Esta reaccion reversa se puede observar en bacterias sometidas a
anaerobiosis, mientras que en mitocondrias sélo puede ser observada bajo
circunstancias patologicas. Por tanto, la F1F,-ATP sintasa puede funcionar
tanto para sintetizar ATP a expensas del flujo de iones como conduciendo al
fluo de iones a expensas de la hidrolisis de ATP. De todas formas, el
mecanismo exacto por el cual la sintesis e hidrélisis de ATP se llevan a cabo
no esta aun del todo claro. En particular es ain motivo de discusion si la
reaccion de hidrdlisis sigue exactamente el camino inverso a la reaccion de
sintesis de ATP.

Las Fi1F,-ATP sintasas ubicadas en la membrana interna de
mitocondrias, membrana tilacoide de cloroplastos y membrana plasmatica de
bacterias, se encuentran estructuralmente y funcionalmente conservadas entre
las especies (Fillingame R.H., 1997). La ATP sintasa es una maquina molecular
que combina aspectos eléctricos, mecanicos y quimicos de la funcidn
enzimatica (Boyer P.D., 1997). Estos aspectos se encuentran perfectamente

separados, atribuidos a diferentes subunidades y bastante bien comprendidos
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gracias a los datos cinéticos y estructurales existentes hasta el momento. De
todas formas, el entendimiento completo de la enzima a un nivel molecular
requerira de considerables esfuerzos tanto experimentales como teoricos.

La mitocondria produce ATP a expensas de la energia liberada por el
transporte de electrones desde el NADH y el succinato al oxigeno a través de
una serie de transportadores electronicos localizados en la membrana interna,
los que constituyen la cadena de transporte de electrones (también llamada
cadena respiratoria). El transporte de electrones desde las coenzimas hacia el
O impulsa la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato, proceso conocido como
fosforilacion oxidativa.

La teoria quimiosmaotica propuesta como hipétesis por Peter Mitchell
en 1961 (Mitchell P., 1961) establece que la fuente de energia inmediata para
la sintesis de ATP es una fuerza protén-motriz (fpm), cuyo valor determina
tanto la velocidad como la direccién en la que opera la F1F,-ATPasa, y que se

puede definir como:
RT
fom =AY —?ApH = A¥Y — 60 ApH

En donde R es la constante de los gases; T es la temperatura (en
grados Kelvin), F es la constante de Faraday, ApH es el gradiente de pH a
través de la membrana mitocondrial interna y ¥ es el potencial eléctrico
transmembrana; fpm y % se miden en milivoltios. Las mediciones en
mitocondrias que respiran a 37°C han mostrado que el potencial eléctrico (¥) a
través de la membrana interna es de = 160 mV (negativo dentro de la matriz) y
que ApH = 1,0 (equivalente a = 60 mV). Por lo tanto, la fpm total es de = 220

mV.
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Esta diferencia de potencial entre dos compartimentos acuosos (la
matriz y el espacio intermembrana) se descarga a través del complejo FiF,
impulsando, el regreso de los protones hacia la matriz, la sintesis de ATP a
partir de ADP y P;.

De manera acoplada al transporte de electrones desde los dadores de
electrones hacia el O, se translocan protones desde la matriz mitocondrial
hacia el espacio intermembrana, generandose un gradiente de concentracion
de protones y una diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana
interna. El bombeo de protones (carga positiva) desde la matriz hacia el
espacio intermembrana torna a la primera negativa respecto de este ultimo. De
esta manera la energia liberada durante la oxidacion de NADH o de succinato
se almacena tanto en la forma de diferencia de potencial como de
concentracion de protones a través de la membrana interna

Cualquier causa que produzca el deterioro de la funcion mitocondrial
conducira a una disminucion del potencial de membrana. Los motivos pueden
ser: disponibilidad limitada de sustratos o de oxigeno (como sucede en la
isquemia producida por un infarto cardiaco), defectos genéticos o adquiridos en
la actividad de la cadena respiratoria (debido a mutaciones o dafios en las
proteinas de la cadena respiratoria). En estas situaciones la F;F,-ATP sintasa
puede revertir su funcionamiento, hidrolizando ATP y asi bombear protones
fuera de la matriz mitocondrial para restablecer el potencial de membrana.
Aunque esta actividad puede conducir a una disminucion de la concentracion
de ATP y precipitar la muerte celular, esta limitada por la proteina mitocondrial
IF1, un inhibidor endogeno de la FiF,-ATPasa (Walker J.E., 1994; Green D.W.y

Grover G.J., 2000).
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En mitocondrias que respiran normalmente, la remocion del ATP por
medio del translocador de nucleétidos de adenina asegura que el potencial de
fosforilacion intramitocondrial se mantenga relativamente bajo mientras el
potencial de membrana es alto favoreciendo la fosforilacion del ADP. Sin
embargo, cuando se compromete la homeostasis mitocondrial la situacion se
puede revertir. Una disminucion en el potencial de membrana acompafiado por
un aumento en el potencial de fosforilacibn por aumento de la glicdlisis e
incremento de la importacion de ATP a través del translocador de nucleétidos

de adenina, favorecera la hidrdlisis de ATP.

1.2. Cadena de transporte de electrones

Las mitocondrias poseen en su membrana interna cinco complejos con
propiedades oxidativas (I-1V) y fosforilantes (complejo V o ATP sintasa). Los
complejos | a IV constituyen la cadena de transporte de electrones (Hatefi Y.,
1985). Estos complejos son oxidoreductasas que transportan electrones a
través de la membrana interna mitocondrial hasta su aceptor final el Oy,
acoplando este proceso a la translocacion de protones. A continuacién se
detallan las caracteristicas y reacciones que ocurren en cada uno de los
complejos I-1V:

NADH-CoQ oxidoreductasa (Complejo I): Transporta electrones desde

el NADH a la CoQ. EI NAD" es exclusivamente un transportador de dos
electrones: acepta o libera un par de ellos a la vez. En el complejo NADH-CoQ
oxidoreductasa, los electrones fluyen del NADH a un mononucleétido de flavina
(FMN) y luego a una proteina con hierro y azufre. La reaccion general
catalizada por este complejo es:

NADH + CoQ +H" — NAD" + CoQH;
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La NADH-CoQ oxidoreductasa utiliza la mayor parte de la energia que
se libera (AG°®° = -16,6 kcal/mol) al transportar el par de electrones de una
molécula de NADH para bombear cuatro protones a través de la membrana
interna.

Succinato-CoQ  oxidoreductasa (Complejo II); La succinato

deshidrogenasa, que es un componente integral del complejo, oxida una
molécula de succinato a fumarato en el ciclo del acido citrico y se localiza en la
membrana interna mitocondrial. Los dos electrones liberados en la conversion
de succinato a fumarato se transfieren primero al FAD, luego a un trasportador
con hierro-azufre y por ultimo a la CoQ, para formar la CoQH,. La reaccion
general catalizada por este complejo es:

succinato + CoQ — fumarato + CoQH,

Aungue el AG°® para esta reaccion es negativo, la energia liberada es
insuficiente para el bombeo de protones. Por consiguiente, el complejo
succinato-CoQ oxidoreductasa no transloca protones a través de la membrana
y por tanto no se genera una fuerza proton-motriz en esta parte de la cadena
de transporte de electrones.

Coenzima Q (CoQ): También Illamada ubiquinona, es el Unico

transportador de electrones que no es un grupo prostético unido a una
proteina. Es un transportador de atomos de hidréogeno (protones mas
electrones). La forma de quinona oxidada de la CoQ puede aceptar un solo
electron para formar una semiquinona, y luego aceptar un segundo electrén y
dos protones para generar la forma completamente reducida, la
dihidroubiquinona. Tanto la CoQ como la forma reducida CoQH; son solubles

en los fosfolipidos y difunden con libertad en la membrana mitocondrial interna.
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La CoQ acepta electrones liberados del complejo NADH-CoQ oxidoreductasa y
del complejo succinato-CoQ oxidoreductasa.

CoQHa-citocromo c oxidoreductasa (Complejo Ill): La CoQH; generada

por la oxidaciéon del NADH o del succinato, cede dos electrones al complejo
CoQH,-citocromo c¢ oxidoreductasa y regenera la CoQ. Dentro de este
complejo, los electrones liberados son transferidos a una proteina con hierro-
azufre y a dos citocromos del tipo b y luego al citocromo c;. Por ultimo, los dos
electrones son transferidos a dos moléculas de la forma oxidada del citocromo
c (una proteina hidrosoluble del espacio intermembrana) para generar
citocromo c¢ reducido. Por cada par de electrones transferidos, la reaccién
general catalizada por el complejo CoQH,-citocromo ¢ oxidoreductasa es:

2Citc**+ CoQH, ——> 2Citc*+ 2H" + CoQ

El AG° de esta reaccion es lo suficientemente negativo como para
impulsar la translocacion de cuatro protones a través de la membrana interna
por cada par de electrones transportados.

Citocromo c oxidasa (Complejo 1V): El citocromo c, tras haber sido

reducido por la CoQH,-citocromo ¢ oxidoreductasa, transporta electrones de a
uno al complejo citocromo c oxidasa. Dentro de este complejo los electrones
son transferidos, siempre de a uno, primero a un par de iones de cobre (Cu,?"),
luego al citocromo a, después a un complejo de un segundo ion cobre (Cuy®*) y
citocromo az y por ultimo al O,, el aceptor electronico final, para formar H,O.
Por cada par de electrones transportados, la reaccion general catalizada por el
complejo citocromo c oxidasa es:

2Citc**+2H "+ 0, —» 2Citc>+ H,0
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Durante el transporte de cada par de electrones a través del complejo
de la citocromo c oxidasa se translocan dos protones a través de la membrana

mitocondrial interna.

Mitocondria

COMPLEJO | COMPLEJO III COMPLEJO ¥ ATP

Espacio : S
img,m.m,,nms, NADH-Q reductasa citocromo citocromo sintasa

i~ @ reductasa @ oxidasa
O OMPLEJO NI @
FADHz-Q | @ @

reductasa

I Y '

m ‘ < o =~ Citocromoc = Hy0
+® ® Succinato | Ubiquinona (Q) ;/2%@,)
Fumarato o5 »

Figura 1.1 Cadena respiratoria mitocondrial y ATP sintasa (complejo V) (Tomado
de Molina V., 2012)

1.3. Estructura de la F{F,-ATP sintasa

La FiF,-ATPasa de mitocondria de corazdon bovino es la estructura
asimétrica mas grande resuelta hasta el momento con buena resolucién
atomica. Esta constituida por 16 polipéptidos diferentes (incluyendo la
subunidad inhibidora IF;) y tiene una masa molecular de aproximadamente 600
kDa. Posee dos sectores principales: un complejo hidrosoluble globular llamado
F1 que cumple la funcién quimica y uno hidrofébico inserto en la membrana
llamado F, que cumple la funcion eléctrica. Ambos complejos se encuentran

unidos entre si por un tallo central y un tallo periférico.
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La imagen estructural de F1F, se ha obtenido mediante la utilizacion de
dos técnicas diferentes: la microscopia electronica y la cristalografia de
proteinas. La estructura bipartita de la F;F, se ha observado desde las
primeras micrografias electrénicas del complejo en la membrana (Gogol E.P.,
1994; Rubinstein J.L. y otros, 2003). F, esta conformado por el anillo c, las
subunidades a, b, d, Fg, OSCP (“Oligomycin Sensitivity Conferral Protein”) y
otras proteinas integrales de membrana (A6L, e, f y g). El anillo ¢ posee un
poro central lipidico y el nUumero de subunidades que integran el oligbmero es
variable entre especies: ocho en mitocondrias de mamiferos, diez en levadura,
Escherichia coli y Bacillus PS3 y catorce en cloroplastos (Futai M. y otros,
2012). Ha sido propuesto que esta variabilidad en el numero de subunidades
entre los distintos sistemas transductores de energia: i) afecta la eficiencia
termodinamica de los mismos; y ii) estaria vinculada a distintas condiciones
ambientales (Silverstein T.P., 2014)

La estructura de F; se asemeja a una esfera. Tiene una masa
molecular aproximada de 371 kDa y un diametro de 90 a 100 A. En
mitocondrias se extiende hacia la matriz mitocondrial. Se trata de un complejo
constituido por cinco subunidades distintas con la siguiente estequiometria
3a:3pB:1y:15:1¢ (Abrahams J.P. y otros, 1994). En mitocondrias de corazon
bovino estas subunidades contienen 510, 482, 272, 146 y 50 aminoacidos
respectivamente. Las subunidades ay B tienen un plegamiento similar y sus
secuencias son homoélogas (20% de identidad). Ambas son capaces de unir
nucleotidos y estan acomodadas alternativamente conformando un hexamero
el cual es parte del estator del motor molecular de la ATPasa (ver Seccidn

1.4). En las seis interfaces o/f se localizan seis sitios de unidon para
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nucleotidos: tres cataliticos y tres no cataliticos. Los sitios cataliticos estan
conformados mayoritariamente por cadenas laterales de aminoacidos de las
subunidades B, mientras que los sitios no cataliticos por residuos de las
subunidades o. Las subunidades vy, 3y e constituyen el tallo central. La
subunidad y penetra el subcomplejo o;p; permitiendo la union entre el anillo de
subunidades ¢ de F, y las subunidades cataliticas en F;. Las subunidades
voe de F; y las subunidades ¢ de F, forman un complejo que es capaz de
realizar giros de 360°, siendo por tanto el rotor del motor de la ATPasa (Stock
D. y otros, 1999). El tallo periférico es una estructura poco flexible y esta
constituido por las subunidades b, d, Fs¢ y OSCP (Collison I.R. y otros, 1996) y
une la superficie externa del subcomplejo oz; con la subunidad a evitando de
esta forma que el hexamero osBs;y la subunidad a giren siguiendo el
movimiento de rotacién del rotor (Dickson V.K. y otros, 2006; Walker J.E. y
Dickson V.K., 2006). La ruptura de los tallos de unién libera la porcion de la
enzima soluble en agua (F1), que exhibe sélo actividad ATPasica y es también
llamada ATPasa soluble.

La primera estructura de la ATPasa soluble de corazén bovino fue
determinada en el afio 1994 por el grupo de John E. Walker y se obtuvo a partir
de una solucién conteniendo ADP y el analogo de ATP no hidrolizable llamado
AMP-PNP, utilizando cristalografia de rayos X a 2,8 A de resolucion (Abrahams
J.P. y otros, 1994). Se denominaron Bg, PBpp Y Prp a las subunidades B en
ausencia de nucleotidos, con ADP wunido y con AMP-PNP unido,
respectivamente. Todas los sitios a tenian AMP-PNP unido. Dependiendo qué
cadena B era la vecina, las subunidades o se denominaron og, opp Y ofp.

Posteriormente fueron determinadas por el mismo y otros grupos de

10
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investigacion nuevas estructuras cristalograficas de F; ATPasa de corazén
bovino (Menz R. I. y otros, 2001; Kagawa R. y otros, 2004; Bowler M\W. y
otros, 2007), las que ha sido propuesto corresponderian a diferentes
intermediarios y/o estados conformacionales de transicion durante la
sintesis/hidrélisis de ATP. La estructura de la ATPasa soluble inhibida por
fluoruro de aluminio y MgADP vy cristalizada en presencia de los mismos ha
sido resuelta con una resolucion de 2 A. En tales condiciones, los seis sitios de
unién de nucleotidos se encuentran ocupados: los tres sitios no cataliticos con
ADP, dos sitios cataliticos con ADPMg-fluoraluminato y el tercero con ADP y

sulfato. Este ultimo sitio adopta una conformacion semicerrada, denominada

Buc, que seria una intermediaria entre las conformaciones cerradas (Bop Y Bre)

y abierta Bg (Menz R. |. y otros, 2001).

Ha sido demostrado que las F;F,-ATP sintasas se asocian en las
membranas para formar dimeros y también en ocasiones se agrupan para
formar tetrameros o hexameros (Wittig I. y Schagger H., 2009). Los dimeros se
forman por asociacion en forma de V de los complejos F,. En mitocondrias de
levadura se observé que las subunidades implicadas en la formacion de
oligbmeros son las subunidades g y e.

La estructura descripta le permite a la ATP sintasa convertir la energia
electroquimica (el gradiente de protones) en energia mecanica (rotacion de las
subunidades c y y) y a ésta en energia quimica (sintesis de ATP). En cambio,
F1 puede convertir la energia quimica derivada de la hidrolisis de ATP en una
rotacion que lleva a F, a bombear protones hacia el espacio intermembrana.

Estos mecanismos seran detallados en las siguientes secciones.
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Figura 1.2 Organizacion de las subunidades en la FiF,-ATPasa mitocondrial. El
dominio globular F; esté constituido por las subunidades ay By las tres subunidades
del tallo central y,8y e. F, estd conformado por el oligbmero c, la subunidad a y el
tallo periférico formado por las subunidades b, d, Fs y OSCP. Las llamadas
subunidades menores (e, f, g y A6L) que no se muestran individualmente pero estan
insertas en la membrana, probablemente presenten una estequiometria 1:1:1:1. EI
rotor esta constituido por el anillo c y el tallo central. Se omite una subunidad o para
mayor claridad del dibujo. Tampoco se muestra la proteina IF; inhibitoria, la cual se
une a una interface o/p catalitica cerca de la parte inferior del complejo osf; (Walker
J.E. y Dickson V.K., 2006).

1.4. Mecanismo rotacional de la F{F,-ATP sintasa

El mecanismo molecular de F;F, tiene la caracteristica singular de
emplear la rotacién mecanica del rotor para obtener energia quimica. El flujo de
protones a favor del gradiente desde el espacio intermembrana hacia la matriz
mitocondrial se produce a través de la subunidad F, por medio de un canal
existente en la subunidad hidrofébica a, lo que impulsa la rotacién de dos

subunidades que se encuentran asociadas entre si: el anillo ¢ y la subunidad
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v. La hélice alfa del extremo N-terminal de esta Ultima contacta con el extremo
C-terminal de las subunidades B (los sitios cataliticos). En este extremo C-
terminal se encuentra el lazo conservado DELSEED, llamado asi por su
secuencia de aminoacidos. Este contacto ha sido propuesto como la base
estructural del mecanismo de transmision de la rotacion. El mantenimiento de
la rigidez del lazo es importante para una transmision eficiente (Tanigawara M.
y otros, 2012). Recientemente ha sido mostrado que mutaciones en residuos
cargados pertenecientes al sitio catalitico (aArg364, BLys164 y BGIlu190)
indispensables para la catalisis, si bien disminuyen la velocidad de rotacién, no
impiden la rotacion continua impulsada por la hidrdlisis de ATP, lo cual confirma
el grado de robustez del mecanismo de acople entre la rotacién y los cambios
conformacionales, su dependencia del lazo DELSEED y no de residuos
cataliticos (Watanabe R. y otros, 2014).

Durante la sintesis de ATP, la rotacion de la subunidad yinduce
cambios conformacionales en las subunidades cataliticas lo que permite la
union de ADP y Pi, la sintesis de ATP y la liberacién de ATP. Por otra parte,
durante la hidrélisis de ATP, la rotacién de la subunidad y estaria inducida por
los cambios conformacionales que ocurren en las subunidades cataliticas al
hidrolizarse ATP (Futai M. y otros, 2012). La rotacion del rotor es en sentido
horario (vista desde el lado de la membrana) para la sintesis de ATP y en
sentido anti horario para la hidrélisis de ATP. La direccion del desplazamiento
circular cambia la direccion en que se bombean los protones a través de la
membrana: hacia la matriz en la sintesis y hacia el espacio intermembrana en
la hidrolisis de ATP. Debido a que solo existe una sola subunidad y asimétrica,

ésta interactlia de manera distinta con cada uno de los tres sitios cataliticos de
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las subunidades B de F; dejandolos con diferentes conformaciones y afinidades
por los nucleétidos (Kaibara C. y otros, 1996).

La rotacion de y en relacion a las subunidades  durante la hidrdlisis ha
sido demostrada por varios grupos de trabajo (Duncan T.M. y otros, 1995;
Sabbert D. y otros, 1996; Noji H. y otros, 1997; Diez M. y otros, 2004). Uno de
los experimentos consistié (ver Figura 1.3) en inmovilizar F; recombinante
obtenida a partir de bacteria termdfila sobre un soporte de niquel utilizando
colas de histidina unidas al hexamero a;p;y en adherir un filamento de actina
fluorescente a la subunidad y para observar su rotacion por microscopia de
fluorescencia (Noji H. y otros, 1997; Yasuda R. y otros, 1998). En presencia de
ATP-Mg fueron observados giros de y en sentido contrario a las agujas del reloj
(desde el lado de la membrana), lo cual permitié concluir que la hidrdlisis de
ATP impulsa la rotacién de la subunidad y. EI mismo grupo de trabajo un afio
después pudo determinar que la rotacion de y se producia en intervalos de 120°
(Yasuda R. y otros, 1998), los que posteriormente pudieron ser resueltos en
dos sub intervalos: uno de 90° seguido de uno de 30° (Yasuda R. y otros,
2001). Mas recientemente fue informado que dichos intervalos serian de 80° y
40° (Nishizaka T. y otros, 2004). A concentracién saturante de sustrato la
rotacion de la subunidad y consiste solamente en giros de 120°, mientras que a
concentraciones limitantes de sustrato se pudo ademas observar dos pausas
denominadas “ATP-waiting dwell” y “catalytic dwell” las que preceden a cada
uno de los sub pasos de rotacién. La duracién de la primera pausa es
dependiente de la concentracion de sustrato, mientras que la segunda es
independiente de la misma. Como sus nombres lo indican en el estado “ATP-

waiting dwell” un sitio se encuentra vacio y listo para recibir ATP-Mg bajo
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condiciones de hidrdlisis o0 ADP-Mg bajo condiciones de sintesis, mientras que
en el estado “catalytic dwell” la enzima ejerce su funcion catalitica (Junge W. y

otros, 2009).

Ni-NTA coated bead

coverslip

Figura 1.3 Rotacion de y en relaciéon a las subunidades B durante la hidrolisis de
ATP. Un filamento fluorescente de actina se conectd al complejo recombinante
asBsy obtenido a partir de bacteria termdfila inmovilizado a una superficie de niquel a
través de 10 histidinas (“his-tag”) unidas al extremo N-terminal de cada subunidad
(Yasuda R. y otros, 1998).

La translocacion de protones a través de F, impulsa la rotacion del
anillo de subunidades c (ver Figura 1.4). La estructura del oligbmero c fue
determinada cristalograficamente y se pudo observar que cada subunidad c
posee un carboxilato (Glu59) que actia como sitio de unién de protones
(Symersky J. y otros, 2012). EI mecanismo por el cual los protones atraviesan

el anillo ¢ sera discutido en la Seccién 1.5.
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actin filament

ADP + P,
ATP

Figura 1.4 Rotacion del complejo ¢ en relacion al complejo asps. Un complejo
fluorescente de actina-biotina-estreptacina se conect6 a través de una secuencia
polipeptidica (“strep-tag”) unida al C-terminal de la subunidad ¢ de F,F; de E. coli
inmovilizada sobre un soporte recubierto de niquel utilizando colas de histidinas unidas
al extremo N-terminal de la subunidad . La presencia de ATP-Mg en el medio
condujo a la rotacion del complejo ¢ en sentido anti horario (Pénke O. y otros, 2000).

1.5. Mecanismo de translocacion de protones a través de F,

Para explicar la translocacién de protones a través de F, fue planteado
un modelo de dos canales (Junge W. y otros, 1997). Este modelo propone la
llegada de un protdén a un canal de entrada que se encuentra en la subunidad
a, con la posterior union del mismo a un residuo acido (Glu59) en la subunidad
c. Las subunidades del anillo ¢ se protonan progresivamente y el anillo rotaria
de forma tal que en algiin momento de la rotacién el proton de cada subunidad
c seria liberado a la matriz (sintesis de ATP) o al espacio intermembrana
(hidrélisis de ATP) al enfrentarse con el canal de salida en a (Figura 1.5). El
sitio de protonacion en la subunidad ¢ se puede encontrar en una conformacion
cerrada o abierta de acuerdo al medio ambiente quimico que la rodee. Mas

precisamente, ha sido planteada una secuencia de estados conformacionales
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por los que atravesaria la subunidad ¢ desde que une hasta que libera un
protén. El sitio de protonacion se encontraria en un estado cerrado y protonado
cuando las subunidades c enfrentan la membrana lipidica o en un estado
abierto al contactar con el medio ambiente hidrofilico de la subunidad a, lo cual
permitiria la liberacion del proton unido al Glu59. (Pogoryelov D. y otros, 2010).

Alternativamente fue planteado un modelo de un canal en donde el
grupo carboxilo de una subunidad ¢ se ubica muy cerca del lado negativo de la
membrana. Una vez protonado, el carboxilato descargaria su proton
directamente en la matriz cuando se sintetiza ATP.

La rotacion de las subunidades ¢ en relacion a la subunidad a en F,
produciria la rotacibn de la subunidad yen relacibn a las subunidades

cataliticas en F; para sintesis de ATP.
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Figura 1.5 Vista lateral de F;F,. La subunidad a contiene dos canales, cada uno en
contacto con diferentes lados de la membrana. Las subunidades ¢ se encuentran

directa o indirectamente ancladas a la subunidad y mientras que la subunidad a se
encuentra anclada, probablemente indirectamente a través de la subunidad b, a las
subunidades cataliticas (Duncan T.M. y otros, 1995).

1.6. Mecanismo de la F;F,-ATP sintasa

Como se menciond anteriormente, la rotacion del tallo central
impulsada por la disipacion del gradiente electroquimico de protones a través
del anillo de subunidades c, conduce a cambios conformacionales en las
subunidades B. Los tres estados conformacionales de las subunidades
cataliticas corresponden a baja (Kgqz ~ 30 - 100 uM), media (Kg2 ~ 1 uM) y alta
afinidad (Kq1 ~ en el rango de nM) por los nucle6tidos y estan asociados a la
liberacion de producto (ATP), la unién de sustratos (ADP y fosfato) y la
formacién de ATP, respectivamente. A través de un ciclo conocido como
mecanismo de cambio de unién, las subunidades cataliticas experimentarian

cambios de conformacioén y de afinidad, permitiendo que cada sitio lleve a cabo
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cada uno de los tres pasos secuenciales en la funcion de sintesis de ATP. El
modelo fue propuesto y desarrollado por Paul D. Boyer (Boyer P.D., 1993;
Boyer P.D., 1997; Boyer P.D., 2002) y se detalla en la Figura 1.6. Este
mecanismo posee dos caracteristicas que son ampliamente aceptadas: i) el
paso de mayor requerimiento energético no es la sintesis de ATP sino la unién
de sustratos y la liberacion de productos; ii) la unién de sustratos y la liberacion
de productos ocurren simultineamente en sitios separados pero que
interactdan entre si. Ademas, para que este mecanismo sea eficiente el ADP y
el fosfato deben unirse a un sitio catalitico en F; antes que los protones sean
transportados a través de F, a favor de un gradiente electroquimico, de lo

contrario la energia seria disipada.

\

ADP+ D} ADP+I ADP+Pi

ADP+Pi

Figura 1.6 Mecanismo de cambio de unién planteado por P.D. Boyer. Vista desde
arriba de F;. La rotacion de la subunidad asimétrica y fuerza a cambios
conformacionales en los tres sitios cataliticos, lo cual resulta en cambios de las
afinidades hacia los productos y sustratos. T, L y O se refieren a conformaciones con
afinidad decreciente de los sitios cataliticos por los ligandos. Cada una de las tres
areas verdes representan las subunidades cataliticas . En el paso 2, el ATP se forma
espontaneamente a partir de ADP y Pi fuertemente unido. (Duncan T.M. y otros,
1995).
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Los sitios cataliticos en las subunidades [ pueden adoptar las
siguientes conformaciones: O (“‘open”) la cual posee muy baja afinidad por los
ligandos y es cataliticamente inactiva, L (“loose”) la cual posee una afinidad
media hacia los ligandos y es también cataliticamente inactiva y T (“tight”) a la
que se unen fuertemente los ligandos (ATP o ADP y Mg®") y es cataliticamente
activa (Figura 1.6). Esta asimetria estda asociada a su vez con el
posicionamiento asimétrico de la subunidad y.La disipacion del potencial
electroquimico convierte el sitio T, que posee ATP fuertemente unido, en el sitio
O liberando el nucleétido. A su vez, el sitio L, que posee unidos ADP vy fosfato,
adopta la conformacion del sitio T. En esta conformacion, los sustratos se unen
fuertemente y luego se formara ATP. Por otro lado, la conformacion O, que
posee los sustratos ADP y fosfato unidos, se convierte en un sitio L. Las
conformaciones O, L y T estan relacionadas a las subunidades designadas
como Be, Brer Y Por (Abrahams J.P. y otros, 1994) y corresponden a los estados
estructurales basales, siendo la conformacién Bpp la cataliticamente activa
(Kagawa R. y otros, 2004). Estudios cristalograficos adicionales han permitido
proponer la siguiente secuencia de estados: O, L’, L, T, T*, L”, O en donde se
presentan intermediarios nuevos entre los estados estructurales basales ya
establecidos (Menz R. I. y otros, 2001). Recientemente, se encontré evidencia
de la presencia de un nuevo intermediario estructural en la hidrdlisis de ATP,
qgue representaria el estado post hidrolisis o estado previo a la liberacién de
producto (Rees D.M. y otros, 2012). Adicionalmente, a partir de la estructura
cristalografica de la F; ATPasa de higado de rata, se ha postulado la existencia
de una conformacion denominada C (“closed”) (Bianchet M.A. y otros, 1998), la

cual retendria los reactivos fuertemente hasta que se produjera la translocacion
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de protones. Esto permiti6 a los autores plantear un mecanismo en donde la
ATPasa oscila entre dos conformaciones: una que tiene dos nucledtidos unidos
y presenta los estados estructurales O, L y T y otra que posee tres nucleotidos
unidos y presenta los estados estructurales C, L y T (Bianchet M.A. y otros,
2000).

Como ha sido explicado en la Seccion 1.4, la subunidad vy rota de a
120°. Tres giros sucesivos de 120° del rotor permiten: i) que cada uno de los
tres sitios cataliticos atraviese las tres conformaciones y regrese a su
conformacion original; y ii) la sintesis/hidrolisis de tres moléculas de ATP.

El orden de liberacion de los productos durante la hidrélisis de ATP aun
es un tema de controversia. Algunos autores sugirieron que primero se liberaria
el ADP vy luego el fosfato (Watanabe R. y otros, 2010) mientras que otros
grupos de trabajo proponen un orden inverso para la liberacion de los
productos (Shimo-Kon R. y otros, 2010).

Recientemente, ha sido presentado un modelo que permite explicar el
acoplamiento entre los giros de yy los cambios conformacionales de los sitios
cataliticos durante la hidrélisis de ATP (Watanabe R. y Noji H., 2013). El angulo
de rotacion de la subunidad y controla el mecanismo cinético, determinando
qué reacciones (liberacion/union de ATP, ADP o fosfato, sintesis o hidrolisis de
ATP) ocurriran en cada uno de los tres sitios cataliticos. La union de ATP al
sitio Be estaria acoplada a un giro de 80°de yy a un cambio de conformacion
hacia Brp. Simultdneamente, el segundo sitio (conformacion Bpp) hidrolizaria
ATP vy el tercero, que se encontraria en un estado semicerrado (Buc), liberaria
el ADP previamente formado. El giro de 40° favoreceria la liberacion del fosfato

unido al tercer sitio, el cual cambiaria su conformacion a la Be. En resumen,
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durante cualquier ciclo de 120° un sitio une sustrato, otro diferente lleva a cabo
la catalisis y desde el tercero se liberan los productos. Luego de cada rotacion
de y de 120°, los sitios cataliticos intercambian sus propiedades de afinidad por
los sustratos y productos. A ATP no saturante, la enzima tendria dos sitios
ocupados por nucleotidos y uno libre listo para recibir nucleétido antes de
comenzar cada giro de 120°. Mientras que a altas concentraciones de sustrato
la mayor parte del tiempo los tres sitios cataliticos estarian ocupados por
nucleodtidos, dado que el ATP se uniria al sitio catalitico inmediatamente luego
de la liberacion del fosfato (Watanabe R. y otros, 2010). En la Figura 1.7 se
observa un esquema que ilustra el modelo descripto.

Recientemente, estudios de dinamica molecular han mostrado que la
conformacion preferida de la subunidad p vacia seria Byc a la cual se uniria el
nucleodtido (por seleccion conformacional) y que la rotacion de y conduciria a la
conformacioén cerrada en un sentido y a la abierta (Bg) en el sentido contrario

(Czub J. y Grubmdller H., 2014).
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ADP

Figura 1.7 Esquemas de reacciéon para el acoplamiento quimio-mecanico en F;
bajo condiciones de hidrdlisis de ATP. Los circulos y las flechas rojas representan
las subunidades B y las posiciones angulares de y respectivamente. En presencia de
bajas concentraciones de ATP (izquierda): El sitio catalitico mostrado en azul hidroliza
ATP una vez que y ha rotado 200° respecto a su posicion inicial de union de ATP. La
subunidad B azul acopla la liberacion de ADP y fosfato con una rotacion de y de 80° y
40° respectivamente. Mientras tanto, los otros dos sitios en color verde trabajan
realizando los mismos eventos, pero desfasados 120° y 240° con respecto al sitio azul.
A altas concentraciones de ATP (derecha) la unién del mismo se produce en forma
simultanea a la liberacion de fosfato (Watanabe R. y otros, 2010)

Para finalizar, a pesar de los esfuerzos realizados por los distintos
grupos de trabajo, son varios los aspectos que quedan por aclarar con respecto
al mecanismo de accién de la ATP sintasa y las teorias propuestas. Aspectos
aun controversiales son:

1) Si la ATP sintasa trabaja a través de un mecanismo de dos (Berden J.A.
y otros, 1991; Milgrom Y.M. y Cross R.L., 2005) o tres sitios (Gao Y.Q. y otros,
2005; Boyer P.D., 2002)

2) Si las etapas de la reaccion de la sintesis son exactamente la reversion

de los pasos de la hidrolisis de ATP (Weber J. y Senior A.E., 2003; Gao Y.Q.y

otros, 2005; Vinogradov A.D., 2000).
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1.7. Sitios de unién de nucleoétidos

F1 posee multiples sitios de unién de nucleétidos. Una clasificacion de los
mismos fue planteada por Slater y otros (1979). La misma incluia un sitio
exclusivo para la catdlisis (subunidad B) y otros tres sitios no cataliticos
capaces de unir ligandos (ADP o ATP y aniones) que cumplirian funciones
regulatorias (efectores positivos 0 negativos). Estudios posteriores mas arriba
descriptos mostraron que la enzima posee seis sitios de unién para
nucleotidos, los que se encuentran localizados en las seis interfaces o/f. Tres
de ellos estarian conformados fundamentalmente por residuos de aminoacidos
de las subunidades B los que tendrian funcion catalitica, mientras que los otros
tres, conformados mayoritariamente por residuos de las subunidades o, poseen
una funcién la que es aln motivo de controversia y por tanto se los llama sitios
no cataliticos. Los primeros han sido denominados sitios B y los segundos sitios
a (ver Figura 1.8 y Hartog A.F. y otros, 1997), en base a la primera estructura
publicada (Abrahams J.P. y otros, 1994).

La ATPasa soluble, preparada como ha sido descripta en Materiales y
Métodos, contiene entre 2 y 3 nucledtidos unidos aun después de haber
sometido la preparacion a didlisis, precipitacién con sulfato de amonio, filtracion
molecular (Harris D.A. y otros, 1973) o al procedimiento de filtracion-
centrifugacion descripto por Penefsky (1977). Estos resultados muestran que
de los seis sitios de union dos no intercambian nucleétidos y por tanto tendrian
nucledtidos firmemente unidos. Un tercer sitio intercambiaria nucleodtidos
lentamente y los tres restantes lo harian rapidamente (Berden J.A. y Hartog
A.F., 2000). La ubicacion de los nucleétidos firmemente unidos ha sido motivo

de controversia (ver Figura 1.8): estarian localizados en los sitios 1 (catalitico)
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y 4 (no catalitico) segun Hartog y Berden (1999) o en los sitios 4 y 5 (ho
cataliticos) segun Kironde y Cross (1986). También es motivo de controversia
el rol de los sitios 4 y 5 mientras que es en general aceptado que el sitio 6 seria
un sitio de baja afinidad por los nucledtidos y que tendria funciones
regulatorias, estando involucrado en el efecto de los aniones activadores

(Berden J.A. y Hartog A.F., 2000).

ATP AXP B

ADP 04

Figura 1.8 Sitios de unién de nucledtidos en F;. La fila superior corresponde a los
sitios B mientras que la de abajo a los sitios a. 1 y 4 representan a sitios que contienen
nucleétidos fuertemente unidos, no intercambiables; el sitio 2 a un sitio catalitico de
alta afinidad; el sitio 3 a un sitio catalitico de baja afinidad; el sitio 5 a un sitio
regulatorio con alta afinidad por ADP en presencia de Mg®"; el sitio 6 a un sitio
regulatorio con baja afinidad por ATP (Adaptado de Hartog A.F. y otros,1997).

1.8. Efecto de aniones sobre la sintesis e hidroélisis de ATP

Desde mediados del siglo pasado se conoce que diversos aniones se
comportan como activadores o inhibidores de la hidrdlisis de ATP catalizada
por preparaciones relacionadas con FiF,-ATPasas (ver Vasilyeva E.A. y otros,
1982 vy referencias ahi citadas; Lambeth D.O. y Lardy H.A, 1971). A
continuacion se describen resultados informados y propuestas de mecanismos
hechas acerca de la acciébn de algunos de estos aniones no sélo sobre la

hidroélisis de ATP sino también sobre la sintesis del mismo.
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1.8.1. Efecto de azida sobre la sintesis e hidrolisis de ATP

Azida es un potente inhibidor de la hidrolisis de ATP catalizada entre
otras preparaciones por mitocondrias de higado de rata y F; de corazon de
bovino, habiéndose caracterizado su efecto como no competitivo respecto de
ATP (Mitchell P. y Moyle J., 1971). En cambio, ha sido informado que azida
(NaN3) no inhibe la reaccion reversa: la sintesis de ATP (Syroeshkin A.V. y
otros, 1995). Mas recientemente, ha sido resuelta por difraccion de Rayos X
(1,9 A) la estructura de F; utilizando cristales crecidos en presencia de 3 mM
NaNs. La misma muestra que el anidn azida estaria unido cerca del fosfato 8
de ADP en el sitio catalitico de la subunidad PBpp, muy probablemente
compitiendo con Pi (Bowler M.\W. y otros, 2006), estabilizando el complejo
inhibido con Mg-ADP. La sintesis de ATP no seria inhibida ya que la rotacién
de la subunidad y favoreceria la expulsién de ADP y azida. En cambio, la unién
de ATP a otro sitio catalitico no seria suficiente para impulsar la liberacion del

producto ADP del complejo F1eADPeazida.

1.8.2. Efecto de sulfato y bicarbonato sobre la hidrdélisis de ATP

Ha sido informado que gréaficos de Lineweaver-Burk no lineales se
obtienen cuando se hacen estudios cinéticos de la actividad ATPasica de
mitocondrias de corazén bovino, de higado de rata y de levadura (Schuster
S.M. y otros, 1975). Este comportamiento fue interpretado como la presencia
de cooperatividad negativa para la hidrélisis de ATP, consecuencia de la
interaccion entre sitios cataliticos o entre sitios cataliticos y regulatorios (Ebel
R.E. y Lardy H.A., 1975). La presencia de efectos cooperativos en esta enzima
que posee multiples sitios de unidén de nucledtidos no es inesperada. Un

aspecto central del mecanismo de cambio de afinidad de union en las F1F,-ATP
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sintasas es la operacion de lo que ha sido dado llamar como cooperatividad
catalitica (“catalytic cooperativity” ver Gresser M.J. y otros, 1982), la cual
tendria una doble caracteristica: i) cooperatividad positiva para la catélisis,
consistente en que la unién de ATP al segundo o tercer sitio catalitico facilitaria
la liberacion de producto en el primer sitio (Cross R.L. y otros, 1982;
Grubmeyer C. y otros, 1982); y ii) cooperatividad negativa entre sitios
cataliticos para la union de ATP (Gresser M.J. y otros, 1982). Alternativamente
esta Ultima seria debida a la unién a un sitio no catalitico de baja afinidad lo
que incrementaria el K, de los sitios cataliticos (Recktenwald D. y Hess B.,
1977; Hartog A.F. y otros, 1997).

En 1975 fue informado que bicarbonato, sulfito y otros aniones no sélo
aumentaban la velocidad inicial de la reaccion, sino que también eliminaban
gradualmente la curvatura de los graficos doble reciproca (Ebel R.E. y Lardy
H.A., 1975). Sin embargo, resultados obtenidos en Rosario (Roveri O.A. y
Calcaterra N.B., 1985), al determinar la velocidad inicial de la ATPasa soluble
de corazon de bovino en un amplio rango de [ATP], mostraron que: i) aun en
presencia de bicarbonato se obtenian cinéticas no michaelianas; y ii) la curva
de v vs [ATP] debi6 ser ajustada por la suma de dos hipérbolas en presencia
de bicarbonato y por la suma de tres hipérbolas en ausencia del anién. La
discrepancia entre las observaciones de Roveri y Calcaterra (1985) y las
previamente informadas por Ebel y Lardy (1975) puede ser atribuida a que los
primeros autores realizaron determinaciones a [ATP] mas bajas que los
altimos. Los resultados de Roveri y Calcaterra (1985), al igual que los
informados por Kasho y Boyer (1984) indican que bicarbonato no afecta la

actividad de la enzima a [ATP] correspondientes al primer K,. Por otra parte los
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primeros mostraron que bicarbonato estimula la actividad ATPasica a [ATP]
correspondientes al segundo K, y en menor medida al tercer K, atenuando la
cooperatividad negativa entre los sitios responsables de estos dos ultimos.

Otro anion que afecta la actividad ATPasica de F; es sulfato. Recktenwald
y Hess (1977) informaron que sulfato inhibe la actividad ATPasica de F; de
levadura aumentando el K, para ATP. Mé&s recientemente, estudios realizados
en el Laboratorio (Lodeyro A.F. y otros, 2008) han mostrado que sulfato no solo
aumenta el K,, para ATP sino que también la Vna, comportandose como un
activador no esencial a concentraciones altas de ATP y como un inhibidor
parcial a concentraciones bajas del mismo. Este ultimo resultado indica que
sulfato no impide la unién de ATP de manera cinéticamente competente a la
enzima.

En relacion al mecanismo de accién de aniones activadores, Moyle y
Mitchell (1975) sugirieron que la composicién idénica del medio modularia la
transicion entre dos estados conformacionales (activo e inactivo) y Ebel y Lardy
(1975) propusieron que la unién de los aniones a un sitio regulatorio conduciria
a cambios conformacionales en la enzima con un consecuente aumento de la
tasa de liberacion de productos de hidrélisis aumentando la actividad ATPasica.
Mas recientemente, ha sido sugerido que si bien bicarbonato estimula la
liberacion de ADP, la activacion por este anion se debe fundamentalmente al
incremento de la afinidad del tercer sitio catalitico por ATP (Roveri O.A. y
Calcaterra N.B., 1985).

Por otra parte Recktenwald y Hess (1977) propusieron que los aniones
actuarian como ligandos alostéricos, previniendo la union de ATP a sitios

regulatorios. El estado de ocupacion por ATP de estos ultimos controlaria la
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afinidad del sitio catalitico por ATP. La unién de sulfato a dicho sitio induciria un
estado conformacional de baja afinidad por ATP (alto K,,) mientras que la de
sulfito uno de alta afinidad (bajo K). Hartog y otros (1997) han postulado que
dicho sitio: i) seria el sitio no catalitico de baja afinidad (sitio 6, ver Figura 1.8);
ii) tendria un rol regulatorio; y iii) seria el sitio de unién de sulfato y de
bicarbonato (Berden J.A. y Hartog A.F., 2000). Sin embargo el estudio del
efecto de mezclas de bicarbonato y sulfato sobre la hidrolisis de ATP ha
mostrado que ambos aniones no son mutuamente excluyentes, permitiendo
concluir que sulfato y bicarbonato se unen a distintos sitios en la enzima
(Lodeyro A.F. y otros, 2008).

Por altimo, también ha sido postulado que bicarbonato y sulfito (ver
Seccién 1.8.4.) estimularian la actividad hidrolitica de F; promoviendo la
liberacion de ADP del estado inhibido por Mg-ADP (“Mg-ADP inhibited state”,
Guerrero K.J. y otros, 1990) desplazando el equilibrio hacia la enzima activa
(Kasho V.N. y Boyer P.D., 1984; Chernyak B.V. y otros, 1988; Murataliev M.B. y

Boyer P.D., 1992).

1.8.3. Efecto de sulfato y bicarbonato sobre la sintesis de ATP

Ademas de estimular la hidroélisis de ATP tanto en F; soluble como en
SMP (Roveri O.A. y Calcaterra N.B., 1985; Calcaterra N.B., 1988), bicarbonato
inhibe completamente la sintesis de ATP en SMP. Estudios cinéticos
permitieron caracterizar a bicarbonato como un inhibidor competitivo lineal
respecto de ADP y no competitivo respecto de Pi (Calcaterra N.B., 1988;
Lodeyro A.F. y otros, 2001).

La explicacion mas simple a estos efectos opuestos de bicarbonato

sobre la sintesis e hidrélisis de ATP seria que este anion aumenta la afinidad
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de ATP y disminuye la de ADP por los sitios cataliticos bajo condiciones de
catélisis multisitio, de manera similar a lo previamente propuesto por Kasho y
Boyer (1984). La inhibicion de bicarbonato no competitiva respecto de fosfato
permite concluir que el anién se une a un sitio distinto al de union de Pi a
diferencia de lo propuesto por otros autores (Du Z. y Boyer P.D., 1990; Malyan
A.N. y otros, 1982), haciéndolo en cambio (Lodeyro A.F. y otros, 2001) al sitio
no catalitico de baja afinidad (sitio 6 segun Berden J.A. y Hartog A.F., 2000) de
manera mutuamente excluyente (compitiendo) con ADP. La hipétesis de que
bicarbonato no se une al sitio de unién de fosfato es consistente con los
resultados obtenidos por Penefsky (1977) al estudiar la union de Pi a F;.

Por otra parte, ha sido recientemente informado que sulfato es un
inhibidor completo de la sintesis de ATP catalizada por SMP: competitivo lineal
respecto de Pi y mixto lineal respecto de ADP (Lodeyro A.F. y otros, 2008).
Asimismo el efecto de mezclas de bicarbonato y sulfato sobre la sintesis de
ATP han mostrado que los mismos se comportan como ligandos no
excluyentes, confirmando que sulfato y bicarbonato se unen a distintos sitios en
la enzima. Este resultado y la caracterizacion cinética del efecto de ambos
aniones sobre la sintesis e hidrélisis de ATP han permitido postular que
bicarbonato se uniria a un sitio no catalitico, mientras que sulfato lo haria al
sitio catalitico cerca del sub sitio de union de fosfato. (Lodeyro A.F. y otros,

2001; Lodeyro A.F. y otros, 2008).

1.8.4. Efecto de sulfito sobre las FiF,-ATPasas

Otro anion cuyos efectos sobre las F1F,-ATPasas ha sido estudiado es
sulfito. Este anion estimuld la actividad ATPéasica de F; de mitocondrias de

mamiferos (Ebel R.E. y Lardy H.A., 1975) y de levadura (Recktenwald D. y
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Hess B., 1977). Estos Ultimos autores postularon que actuaria en un sitio
“regulatorio” estabilizando a la enzima en un estado de bajo K, para ATP sin
modificar significativamente Vmax.

Ha sido también informado que dicho anién estimula la actividad de la
ATPasa soluble de cloroplastos (CF;) e inhibe la fotofosforilacion en
cloroplastos de arveja, de manera no competitiva respecto de ADP vy
competitiva respecto de Pi (Malyan A.N. y otros, 1982). El estimulo de la
actividad ATPasica de CF; ocurre sin cambios en el K, para ATP (Murataliev
M.B. y Boyer P.D., 1992). Sulfito induciria la disociacion de MgADP firmemente
unido a un sitio catalitico en ausencia de Pi, desplazando de tal manera el
equilibrio entre formas inactiva y activa de la enzima (Du Z. y Boyer P.D.,
1990).

Bakels y otros (1994) estudiaron el efecto de sulfito sobre ATP sintasas
de varias especies (vesiculas de cianobacterias, cromatoforos de
Rhodospirillum rubrum, vesiculas de Paracoccus denitrificans y SMP de
corazdn bovino). En todas las preparaciones observaron que sulfito a
concentraciones entre 0,5y 2,2 mM estimula la hidrélisis de ATP aumentando
Vmax. En cambio la sintesis de ATP es inhibida en cianobacterias (Bakels
R.H.A. y otros, 1994) y en cloroplastos (Bakels R.H.A. y otros, 1996). Estos
autores mostraron que dicho efecto no seria atribuible a inhibicion del
transporte de electrones ni a desacople postulando en cambio que podria ser
atribuido a competencia entre el anion y Pi por el sitio de unidn de éste.

Capellini y otros (1997) mostraron que sulfito aumenta de manera
importante (12 — 15 veces) la Vnax de la reaccion de hidrolisis de ATP

catalizada por cromatoforos de Rhodobacter capsulatus. Este aumento no es

31



Introduccion

acompafado por aumento en la translocacion de protones, observandose un
progresivo desacople entre la hidrolisis de ATP y la translocacion de protones,
asi como inhibicion de la sintesis de ATP impulsada tanto por luz, como por
gradientes ionicos artificialmente inducidos. En base a estos resultados estos
autores postularon: i) que sulfito, al igual que Pi, se uniria a dos sitios en la
enzima; y ii) que induciria un aumento en el deslizamiento (“slipping”) de
protones en la ATP sintasa (desacople parcial entre F; y F,) de manera similar
a lo propuesto por Kibak y otros (1993) para el efecto de sulfito sobre la
ATPasa de vacuolas (V-ATPasa).

Pacheco-Moisés y otros (2000) estudiaron el efecto de sulfito sobre la
actividad ATPasica de vesiculas “inside out” de membrana plasmatica de
Paracoccus denitrificans. Estas vesiculas muestran en condiciones basales una
muy baja actividad de hidrélisis de ATP mientras que catalizan la reaccion
inversa (sintesis de ATP) a muy alta velocidad. Sulfito induce un marcado
aumento de la actividad ATPasica de estas membranas: la unién de sulfito
(probablemente a un sitio no catalitico) induciria la disociacion del ADP
inhibitorio unido a sitios cataliticos de manera similar a lo propuesto para la
ATPasa de cloroplastos (Du Z. y Boyer P.D., 1990). Por otra parte, a
concentraciones de sulfito menores a 10 mM, la sensibilidad de la actividad
ATPasica a oligomicina y venturicidina (inhibidores que actian a nivel de F,)
sugiere que sulfito no afectaria el acoplamiento entre F; y F, (Pacheco-Moisés
F. y otros, 2000) a diferencia de lo postulado para el efecto de sulfito sobre la
ATPasa de R. capsulatus (Capellini P. y otros, 1997). Por otra parte, sulfito se
comporta como un inhibidor mixto respecto de ADP y de Pi de la sintesis de

ATP en P. denitrificans (Pacheco-Moisés F. y otros, 2002), aumentando [0S Kys
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de ambos sustratos, al igual que la ICso para ADP como inhibidor de la
hidrdlisis de ATP.

En resumen Pacheco Moisés y otros (2002) han postulado que sulfito
afecta de manera opuesta la hidrélisis de ATP y la sintesis de ATP y han
descartado de manera concluyente que dicho efecto diferencial sea atribuible
tanto a desacoplamiento clasico como a desacople a nivel molecular entre F; y
Fo.

Los mecanismos de inhibicion y activacion que ejercen los aniones sobre
la cadena respiratoria varian entre las distintas especies estudiadas y entre los
procedimientos de preparacion y almacenamiento de las enzimas. Por ejemplo,
ha sido observado que sulfato 20 mM produce un efecto activador de la
hidrolisis de ATP en vesiculas de mitocondrias de higado de rata (Moyle J. y
Mitchell P., 1975) mientras que la misma concentraciébn conduce a una

inhibicion en F;-ATPasa de levadura (Recktenwald D. y Hess B, 1977).

1.8.5. Consideraciones finales

Tal como se ha descripto en las secciones anteriores, hay informaciones
contradictorias sobre los efectos de los aniones efectores. Dichas diferencias
pueden ser atribuidas a diferencias entre las fuentes de la enzima, en los
procedimientos de purificacion o almacenamiento de la enzima o en el
tratamiento de la enzima antes de los experimentos.

En el laboratorio se han llevado a cabo detallados estudios cinéticos de
los efectos de bicarbonato (Roveri O.A. y Calcaterra N.B., 1985; Calcaterra
N.B., 1988; Lodeyro A.F. y otros, 2001) y sulfato (Lodeyro A.F., 2002; Lodeyro
A.F. y otros, 2008) sobre la hidrolisis y sintesis de ATP sobre preparaciones (F;

y SMP) del mismo origen (corazén de bovino), procedimiento de preparacion y
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almacenamiento. Los resultados obtenidos han permitido postular que
bicarbonato actuaria compitiendo con ADP por el sitio no catalitico de baja
afinidad regulando las afinidades relativas del sitio catalitico por ATP y ADP,
mientras que sulfato lo haria uniéndose al sitio catalitico impidiendo la union de

Pi y favoreciendo la disociaciéon de los productos de la hidrélisis de ATP.

1.9. Objetivos de esta Tesis
1.9.1. Objetivo general

Continuar con el estudio del efecto de aniones sobre la ATPasa/sintasa
mitocondrial para contribuir al conocimiento del mecanismo de la
sintesis/hidrdlisis de ATP por las F-ATPasas. Analizar el comportamiento
cinético de ATPasa reversible mitocondrial de corazén bovino en presencia de

sulfito.

1.9.2. Objetivos especificos

e Realizar un estudio cinético del efecto de sulfito sobre la hidrdlisis de
ATP por F; y particulas submitocondriales.

e Estudiar el efecto de sulfito sobre la cadena respiratoria, el acoplamiento
entre la misma y la ATP sintasa y la sintesis de ATP.

e Estudiar el efecto de mezclas de sulfito y sulfato o bicarbonato sobre la
hidrolisis y sintesis de ATP para tratar de identificar los sitios
involucrados en la accion de los distintos aniones.

e Elaborar modelos de reaccion consistentes con los resultados obtenidos.
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1.9.3. Objetivo instrumental

Disefiar y optimizar un método cinético sensible y sencillo basado en un
ciclo catalitico de sustrato para determinar concentraciones submicromolares
de ATP y ADP presentes como ligandos de proteinas y/o contaminantes de
medios utilizados en el estudio cinético de reacciones enzimaticas. En
particular:

i) Caracterizar el comportamiento cinético del sistema enzimaético,
estudiando la dependencia de la velocidad del ciclo con las
concentraciones de enzimas, co-sustratos y cofactores.

i) Determinar la sensibilidad y limite de deteccion del método.

iii) Cuantificar la cantidad de ATP y ADP presentes como trazas
contaminantes en el NADH y en otros componentes del medio de

reaccion.
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Materiales y Métodos

2. Materiales y Métodos

2.1. Materiales

Las drogas utilizadas fueron de calidad analitica. Las enzimas, sustratos
y coenzimas fueron provistos por ICN y Sigma-Aldrich.
Los corazones bovinos fueron obtenidos por donacién del frigorifico

Sugarosa.

2.1.1. Preparaciéon y determinacién de la actividad de las enzimas
utilizadas

Tanto para lactato deshidrogenasa ((S)-lactato:NAD" oxidoreductasa
E.C. 1.1.1.27) como para piruvato quinasa (ATP:piruvato 2-O-fosfotransferasa
E.C. 2.7.1.40) se emplearon dos preparaciones comerciales de enzimas de
musculo de conejo y proporcionadas por Sigma-Aldrich: una suspension
cristalina en sulfato de amonio 3 M pH 6,0 la que previo a su uso fue dializada
24 horas frente a buffer glicerol 50% y otra preparacion liofilizada la que se
disolvié directamente en glicerol 50%. Para hexoquinasa (ATP:D-hexosa 6-
fosfotransferasa E.C. 2.7.1.1) se utilizé una preparacion liofilizada de enzima de
levadura obtenida de Sigma-Aldrich la cual se disolvi6 en glicerol 50%. Las
soluciones de enzimas se almacenaron a -20°C. La enzima alcohol
deshidrogenasa proveniente de levadura (alcohol:NAD" oxidoreductasa EC
1.1.1.1) se obtuvo de ICN Biomedical Inc. y se disolvio en agua destilada. La
concentracion proteica se determind a 280 nm (A1 = 14,6). La enzima glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (D-glucosa-6-fosfato:NADP™ 1-oxidoreductasa EC
1.1.1.49) de Leuconostoc mesenteroides fue provista por Sigma-Aldrich y se

preparo por disoluciéon del polvo liofilizado en glicerol 50%.
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A continuacion se detallan los medios de reaccién empleados para la
determinacion de la actividad enzimatica de lactato deshidrogenasa, piruvato
quinasa y hexoquinasa. En todos los casos se trabaj6 a 25°C.

Lactato deshidrogenasa (LDH): La actividad fue ensayada en un
medio de reaccién que contenia Tris-HCI 100 mM (pH 7,5), piruvato de sodio
0,6 mM y NADH 0,2 mM. La reaccion fue iniciada por la adicién de diferentes
cantidades de LDH. La velocidad de reaccion se determind directamente
siguiendo la oxidacion del NADH a 340 nm. Una Unidad Internacional (Ul) se
definié como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1 ymol/min de NADH bajo
las condiciones especificadas.

Piruvato quinasa (PK): Para determinar la actividad de PK se utilizé un
sistema acoplado PK/LDH. Se utiliz6 un medio de reaccion constituido por:
Tris-HCI 100 mM (pH 7,5), fosfoenolpiruvato (PEP) 1 mM, MgCl, 2,5 mM, KCI
10 mM, ADP 5 mM, NADH 0,2 mM y LDH 10 Ul/mL. Las reacciones se
iniciaron por el agregado de PK y fueron seguidas a 340 nm. Una Ul se definio
como la cantidad de enzima que produce 1 ymol/min de piruvato, lo cual es
equivalente a la oxidacién de 1 pmol/min de NADH.

Hexoquinasa (HK): El método tradicional para la determinacion de la
actividad de HK es un método espectrofotométrico que acopla a la reaccion de
la HK la de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), lo que permite
seguirla midiendo la produccién de NADPH a 340 nm. La reaccion se inicié por
el agregado simultaneo de G6PDH y HK a un medio de reaccion compuesto
por: Tris-HCI 80 mM (pH 7,5), glucosa 220 mM, ATP 0,75 mM, MgCl, 8 mM,
NADP 1,1 mM, G6PDH 0,01 mg/mL. Una Ul se defini6 como la cantidad de

enzima que reduce 1 pymol/min de NADP. También se utilizé otro método para
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la medida de la actividad de la HK que consiste en acoplar PK y LDH a la
reaccion catalizada por la HK, empleando un medio de reaccién constituido
por: Tris- HCl 40 mM (pH 7,5), glucosa 220 mM, ATP 0,75 mM, MgCl, 2 mM,
PEP 1 mM, sacarosa 100 mM, KCI 10 mM, NADH 0,20 mM, LDH 10 Ul/mL y
PK 5 Ul/mL. La reaccion fue iniciada con la adicién de HK y seguida a 340 nm.
Una Ul se definié como la cantidad de enzima que produce 1 pymol/min de ADP,
lo cual es equivalente a la oxidacion de 1 pmol/min NADH. Ambos métodos

dieron resultados comparables.

2.1.2. Determinacién de la concentracion de nucledtidos de adenina
Determinacion espectrofotométrica de la concentracion de nucleotidos de
adenina

La concentracion de nucledtidos totales fue determinada a partir de la
medida espectrofotométrica a 260 nm de soluciones madre de ATP, ADP o
AMP (260 = 15,4 mM™* cm™).

Determinacion enzimatica de la concentracion de ADP

La concentracion de ADP de las soluciones madres fue determinada
enzimaticamente por un método de punto final que utiliza el sistema acoplado
PK + LDH (Jaworek D. y otros, 1974). El medio de reaccién empleado fue: Tris-
HCIl 100 mM (pH 7,5), PEP 1 mM, MgCl,; 2,5 mM, KCI| 10 mM, NADH 0,2 mM
PK 2,5 Ul/mL y LDH 10 Ul/mL. Se determiné la disminucién de absorbancia a
340 nm por el agregado de alicuotas de la solucién madre de ADP.
Determinacion enzimatica de la concentracion de ATP

La concentracion de ATP de las soluciones madres fue determinada
enzimaticamente utilizando un ensayo acoplado compuesto por HK y G6PDH

(Lamprecht D. y Traustschold 1., 1974).
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2.1.3. Determinacion de la concentracion y pureza de nucledtidos de
nicotinamida

Determinacion espectrofotométrica

La concentracion de NADH, NAD" y NADP® fueron determinadas
espectrofotométricamente a 340 nm y a 260 nm. Los coeficientes de extincidén
molar para NADH son €340 = 6,22 mM™ cm™y €560 = 14 mM™* cm™, para NAD"
€260 = 17,3 mM™ cm™ y para NADP" €560 = 18 mM™ cm™.
Determinacion enzimatica de NADH

La determinacion enzimatica de NADH consiste en un ensayo de punto
final que utiliza un medio de reaccion compuesto por: fosfato de potasio 100
mM (pH 7,0), piruvato de sodio 0,5 mM y un volumen aproximadamente
equivalente a 0,02 pupmol de NADH segun lo determinado
espectrofotométricamente. La reaccibn se inicia con 1 Ul de LDH
determindndose la disminucién de absorbancia a 340 nm. El volumen de
reaccion fue de 1 mL.

Determinacion de la concentracion de NAD" en el reactivo comercial
NADH

La concentracion de NAD™ en el reactivo comercial NADH se midi6 a 340
nm utilizando un ensayo enzimatico de punto final cuyo medio de reaccion esta
compuesto por: pirofosfato de sodio 50 mM (pH 8,8), etanol rectificado 1 % V/V
y semicarbazida 0,5 % P/V. Luego del agregado de concentraciones conocidas
de NADH, la reaccién fue iniciada por el agregado de 35 Ul/mL de alcohol

deshidrogenasa (ADH).

ADH
Etanol + NAD®* <«——> Acetaldehido + NADH + H*

La presencia de semicarbazida en el medio de reaccion desplaza la

reaccion por consumo del producto acetaldehido.
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2.1.4. Determinacién de la concentracion de PEP y piruvato

Para determinar las concentraciones de PEP y piruvato se utilizO un
método espectrofotométrico de punto final que mide la disminucién de
absorbancia a 340 nm por consumo de NADH. ElI medio esta constituido por
Tris-HCI 200 mM (pH 7,5), MgCl, 2,5 mM, KCI 10 mM, ADP 5 mM y NADH 0,2
mM. Luego del agregado de PEP a la cubeta, la reaccion se inicia con la
adicion de las enzimas, comenzando con 10 Ul/mL de LDH para medir el
piruvato contaminante del PEP seguido por 10 Ul/mL de PK para cuantificar el

PEP.

2.2. Preparacion de particulas submitocondriales Mg-ATP (SMP) a
partir de mitocondrias de corazén bovino

Las mitocondrias fueron preparadas a partir de corazones de bovino
(Smith A.L., 1967). Los mismos fueron extraidos inmediatamente después de
ser sacrificado el animal y mantenidos en una mezcla hielo/agua. Todo el
procesamiento fue llevado a cabo a una temperatura entre 0 y 4°C.

Luego de separar el tejido conectivo, vasos y grasas; el miocardio fue
trozado y lavado con sacarosa 250 mM y Tris 10 mM pH 7,5 (ST) hasta obtener
una solucién limpida. Posteriormente dichos trozos fueron pesados vy
homogeneizados utilizando una licuadora industrial Waring Commercial
Blendor durante 10 segundos a baja velocidad y tres ciclos de 5 segundos a
alta velocidad en un medio conteniendo sacarosa 250 mM, EDTA 0,5 mM,
succinato 1 mM, Tris 10 mM pH 7,8 (SEST). Luego de cada homogeneizacién
el pH se controld y se mantuvo constante mediante el agregado de KOH 6 N.

El homogenado fue centrifugado en una centrifuga Sorvall RC5C con

rotor GS-3 a 3500 rpm durante 10 minutos a 0°C. El sobrenadante fue filtrado
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(de ser necesario se le adicioné KOH 6 N para mantener el pH igual a 7,8) y
centrifugado 30 minutos a 12500 rpm utilizando un rotor GS-A a 0°C. El
precipitado obtenido se resuspendié en un volumen pequefio de SEST y luego
se homogeneizé lentamente utilizando un Potter-Elvehjem. El homogenado
luego se centrifug6 durante 30 minutos a 0°C utilizando un rotor SS-34 a 18000
rpm con el objetivo de separar las mitocondrias pesadas de las livianas. Este
procedimiento se repitié6 hasta obtener una buena separacién de mitocondrias
pesadas Yy livianas. Las mitocondrias pesadas y livianas fueron
homogeneizadas y conservadas a -70°C.

Las particulas submitocondriales fosforilantes fueron preparadas a partir
de las mitocondrias pesadas de acuerdo al procedimiento de Low y Vallin
(1963) con algunas modificaciones.

Las mitocondrias pesadas fueron descongeladas, resuspendidas en
sacarosa 250 mM y centrifugadas durante 20 minutos a 18000 rpm en un rotor
SS-34 a 0°C. Se descartd el sobrenadante y las mitocondrias pesadas se
resuspendieron en sacarosa 250 mM, ATP 1 mM, MgCl, 10 mM a una
concentracion igual a 20 mg/mL. Esta suspension fue sometida a cuatro
tratamientos de 30 segundos utilizando un desintegrador ultrasénico Branson
Sonifier 250 manteniendo la temperatura entre 2 y 6°C con un bafio de agua-
hielo-sal gruesa. Los restos de membranas y mitocondrias pesadas intactas
fueron precipitadas y descartadas centrifugando en una Sorvall RC5C con un
rotor SS-34 a 12.800 rpm a 0°C durante 6 minutos. A continuacion el
sobrenadante fue centrifugado durante 30 minutos a 41100 rpm utilizando una
ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90 K con rotor Ti 90. El precipitado

fue resuspendido en sacarosa 250 mM y MgCl, 10 mM y centrifugado
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nuevamente en las condiciones anteriores. Las particulas submitocondriales
obtenidas fueron resuspendidas en sacarosa 250 mM vy glicil-glicina 10 mM (pH

7,0) y almacenadas en nitrégeno liquido.

2.3. Preparacion de ATPasa soluble

A partir de las mitocondrias obtenidas se purificé la ATPasa soluble
segun el método descripto por Knowles y Penefsky (1972) con algunas
modificaciones. El procedimiento se realizO en el trascurso de tres dias y
consta de las etapas detalladas a continuacion:

Primer dia:

Las mitocondrias livianas se resuspendieron a una concentracion de 30
mg/mL en medio ST, y fueron sometidas a desintegracion ultrasénica a maxima
potencia en un bafio agua-hielo durante 4 minutos (la temperatura maxima no
supero los 30 - 35°C). El sonicado se centrifugd a 12.500 rpm utilizando un
rotor GSA durante 30 min a 0°C. El precipitado fue resuspendido en sacarosa
250 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 7,0), y sometido a una nueva sonicacion y
centrifugacion. Ambos sobrenadantes fueron centrifugados en una
ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90 K a 35.000 rpm en rotor tipo 35
durante 100 min a 3°C.

El pellet (SMP) se resuspendié en ST y fue llevado a una concentracion
de 8 mg/mL y sonicado durante 50 segundos a maxima potencia (la
temperatura no superd los 40°C). A continuacién el sonicado se centrifugd en
una ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90 K a 35.000 rpm en rotor tipo
35 durante 100 min a 3°C. El precipitado se resuspendio en sacarosa 100 mM,

ATP 4 mMy EDTA 2 mM (concentracion final 8 mg/mL) y se llevd a pH 9,2 por

42



Materiales y Métodos

el agregado de NH,OH. Esta suspension se mantuvo con agitacion suave a
temperatura ambiente durante doce horas.
Segundo dia:

La suspension alcalina de SMP se sonic6 durante 7,5 minutos utilizando
bafio hielo-agua. Luego se retiré del bafio y se continud con la sonicacién hasta
que dicha suspension alcanzara los 50,5°C, luego de lo cual se enfrio
rapidamente en bafio de agua a temperatura ambiente (20°C). El sonicado se
centrifugd utilizando una ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90 K
durante 100 min a 35.000 rpm en rotor tipo 35 a 20°C. El precipitado de esta
centrifugacion fue resuspendido en sacarosa 100 mM, EDTA 2 mM y ATP 4
mM y llevado a pH 9,2 por el agregado de NH4OH repitiéndose el
procedimiento descripto.

Los sobrenadantes se juntaron y se llevaron a pH 5,4 por el agregado
de acido acético 3 N. Luego se centrifugé utilizando una centrifuga IEC B-22M
a 15.000 rpm en un rotor 875 durante 5 min a 20°C. Los sobrenadantes fueron
llevados a pH 8,0 por el agregado de Tris 2 M. En la realizacién de esta etapa
no deben transcurrir mas de 10 minutos.

El sobrenadante neutralizado se sembré en una columna de DEAE-
Sephadex A-50.120 previamente equilibrada con una solucion conteniendo
Tris-HCI 20 mM (pH 8,0), EDTA2 mMy ATP 4 mM (TEA). La columna se lavo
con TEA y luego con la misma solucion mas el agregado de Na;SO4
(concentracion final = 100 mM). La ATPasa se eluy6 con TEA mas el agregado
de Na;SO, 150 mM (concentracion final). Las fracciones con actividad

ATPasica fueron recogidas y precipitadas con 370 gramos de (NH4),SO, por
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litro de solucién, manteniendo el pH 7,5 con NH,4OH. Los cristales se dejaron
crecer a 4°C durante una noche.
Tercer dia:

La suspensién en (NH;).SO, se centrifugd utilizando una centrifuga IEC
B-22M durante 20 min a 15.000 rpm en un rotor 875 a 4°C y el precipitado se
resuspendié usando un pequefio volumen de un medio que contiene: sacarosa
250 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, Tris-H,SO,4 10 mM (pH 7,5). Con el objeto de
eliminar enzima desnaturalizada se centrifugé en una centrifuga IEC B-22M a
5.000 rpm en un rotor 877 durante 20 min a 20°C y el sobrenadante (F;) fue
conservado en nitrégeno liquido.

La pureza e integridad de la preparacion se verificO por geles en
condicién desnaturalizante.

Tipicamente se obtuvo una actividad especifica igual a 120 Ul/mg en

presencia de 30 mM NaHCO3, empleando 1 mM ATP como sustrato.

2.4. Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas en mitocondrias y en SMP fue
determinada utilizando el método de Biuret modificado (Suranyi E.V. y Avi Dor
Y., 1966).

Para determinar la concentracion de ATPasa soluble se utilizo el método
de Lowry (Lowry O.H. y otros, 1951). El testigo empleado fue albumina sérica
bovina cuya concentracion se determind espectrofotométricamente a 280 nm

(A19 = 6,67) de acuerdo a Foster y Sterman (1956).
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2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles en condiciones desnaturalizantes fue realizada
de manera discontinua en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) y B-

mercaptoetanol (Laemmli U.K., 1970).

e oyP

)

Figura 2.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia de SDS.
En la calle se muestra la corrida de 9 ug de F;.

2.6. Eliminaciéon de nucledtidos libres y débilmente unidos a F;

Previamente a las medidas cinéticas la preparacion fue extraida del
nitrogeno liquido, rapidamente descongelada y sometida a la técnica de
filtracion-centrifugacion descripta por Penefsky (1977) para liberar a la misma
de nucleotidos libres y débilmente unidos. Se utilizaron jeringas de 2 ml
rellenas con Sephadex G-50 equilibrado con sacarosa 250 mM, EDTA 2 mM y
Tris-H,SO4 10 mM (pH 7,5). Una vez finalizado el tratamiento la solucion asi
obtenida fue diluida entre 10 y 20 veces para los ensayos cinéticos. Tanto la

solucion “stock” como las diluciones fueron mantenidas a 30°C, temperatura a
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la cual se observo la méaxima estabilidad en concordancia con lo previamente

informado por Gastaldi (2004).

2.7. Ensayos cinéticos

Las reacciones enziméticas se realizaron a 25°C cuando se trabajé con
SMP y a 30°C cuando se lo hizo con F;. Se utilizaron volimenes finales de 1
mL, salvo que se indique lo contrario. Se trabajé en condiciones en las cuales
la velocidad de reaccién dependia de manera lineal con la cantidad de enzima
utilizada.

Los estudios realizados fueron repetidos al menos con dos

preparaciones distintas y por duplicado.

2.8. Medida de la actividad ATPasica

La actividad ATPasica fue determinada utilizando un sistema acoplado
de piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa (PK + LDH) regenerante de ATP
(Pullman M.E. y otros, 1960). Este sistema permite mantener constante la
concentracion de ATP. Cada mol de ATP hidrolizado es acomparfiado por la
oxidacion de un mol de NADH, la cual se sigue espectrofotométricamente a

340 nm (€340 = 6,22 mM™* cm™).

PK LDH

PEP 7?; Piruvato/—\> Lactato

ADP ATP NADH NAD*

Pif/ ATPasa

Esquema 2.1 Sistema enzimético utilizado para la medicién de la hidrolisis de ATP.
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La actividad ATPasica de F; soluble fue determinada empleando un
medio de ensayo compuesto por sacarosa 100 mM, Tris-HCI 40 mM (pH 8,0),
MgCl, 1 mM, PEP 4 mM, PK 5 Ul/mL, LDH 5 Ul/mL, NADH 0,3 mM y ATP-Mg
variable.

La actividad ATPasica de SMP fue determinada en un medio similar
salvo que la concentracion de sacarosa fue igual a 180 mM y se adicionaron
rotenona 3 pM (inhibidor de la NADH deshidrogenasa) y FCCP 1,5 uM
(desacoplante).

Las reacciones fueron iniciadas por el agregado de proteina salvo que
se indique lo contrario. Para las reacciones correspondientes a los estudios
empleando SMP se utilizé 0,1 mg. En el caso de aquellas determinaciones

utilizando F; soluble se adicionaron valores entre 0,1 y 5 ug de proteina.

2.9. Activacién de la ATPasa de particulas Mg-ATP

Las SMP obtenidas tal cual se describe mas arriba, contiene cantidades
importantes del inhibidor peptidico (IF1) unido a F1, lo cual limita la actividad
ATPésica de las mismas. La oxidaciéon de succinato en condiciones acopladas
genera un gradiente electroquimico de protones el cual induce la disociacion de
IF; con el consiguiente aumento de la actividad ATPasica de las SMP (van de
Stadt R.J. y otros, 1973; Roveri O.A., 1981). Las SMP son incubadas en un
medio conteniendo sacarosa 180 mM, Tris-HCI 40 mM (pH 7,5), MgCl, 1 mM,
PEP 4 mM, rotenona 3,5 uM, LDH 5 Ul/mL, PK 5 Ul/mL, NADH 0,3 mM,
succinato 20 mM.

El disefio experimental empleado para activar la ATPasa de las SMP fue
el siguiente: i) incubar las SMP (0,5 mg/mL) en el medio mas arriba descripto,

en condiciones acopladas y en aerobiosis a 25°C durante 20 minutos ii)
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adicionar FCCP 1 uM y colocar las particulas en hielo; vy iii) utilizar estas SMP

activadas para hacer los estudios cinéticos correspondientes.

2.10. Medida de la velocidad de transporte de electrones

La medicion de la velocidad de transporte de electrones en SMP se hizo
a traves de la determinacion de la velocidad de consumo de oxigeno y para ello
se utilizé un electrodo de Clark conectado a un oxigrafo YSI 5300. La caAmara
de reaccion (2 ml volumen final) fue mantenida a 30°C con agitacién continua.
El medio de ensayo consistié en Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) y sacarosa 180 mM.
Se emplearon como sustratos NADH 1 mM o succinato 10 mM. Las reacciones
fueron iniciadas por el agregado de SMP. La concentracién de oxigeno disuelto
a 30°C en equilibrio con el aire utilizada para los calculos fue 480 nat de O/mL

(Vallejos R.H., 1965).

2.11. Medida de la velocidad de sintesis de ATP

Se determind la velocidad de sintesis de ATP impulsada por la oxidacién
de NADH, utilizando un método continuo espectrofotométrico. EI método
consiste en utilizar un sistema enzimatico acoplado compuesto por
hexoquinasa (HK) a la que se le acopla como enzima monitora glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (EC 1.1.1.49) (Cross R.L. y Kohlbrenner
W.E., 1978). La sintesis de ATP se determina siguiendo la produccion
estequiométrica de NADPH espectrofotométricamente a 340 nm (ezs0 = 6,22

mM™* ecm™).
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HK G6PDH

Glucosa /—\> Glucosa-6-P /—\> 6-fosfogluconato

ATP ADP NADP”* NADPH
NI

ATP sintasa P,

Esquema 2.2 Sistema enzimatico utilizado para la medicion de la sintesis de ATP.

La utilizacion de NADH como sustrato oxidable es un potencial problema
para el método elegido, ya que éste monitorea la reaccion siguiendo el
aumento de absorbancia a 340 nm debido a la producciéon de NADPH, mientras
que el consumo del sustrato oxidable (NADH) resultaria en una disminucién de
absorbancia. Para resolver este problema y ademés prolongar la linealidad de
la reaccion en el tiempo se usé un sistema regenerante de NADH, el cual
permite mantener constante la concentracion de este ultimo. Dicho sistema
esta constituido por alcohol deshidrogenasa (ADH) y etanol. En presencia de

ADH, el NAD" es reducido a NADH obteniéndose acetaldehido como producto.

ADH
Etanol ————» Acetaldehido + H*

an

NAD* NADH

NADH
oxidasa

H,O YO, + H*

Esquema 2.3 Sistema regenerante de NADH utilizado para la medicion de la sintesis
de ATP.

El medio de ensayo consistié en Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), MgCl, 3 mM,

glucosa 20 mM, AMP 11 mM, NADP® 0,75 mM, HK 15 Ul/mL, G6PDH 15
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Ul/mL, ADH 35 Ul/mL, etanol 50 mM y NADH 0,05 mM. Las concentraciones
de ADP-Mg y fosfato fueron variables.

Al medio se agrega AMP para inhibir la actividad de la adenilato quinasa
(ATP:AMP fosfotransferasa EC 2.7.4.3) presente en la preparacion de SMP. A
concentraciones bajas y altas de ADP (0,05 mM y 1 mM) y de fosfato (0,1 mMy
3,5 mM) se control6 que la produccién de ATP era totalmente inhibida por
oligomicina. Este resultado confirma que 11 mM AMP es suficiente como para
inhibir en dichas condiciones la adenilato quinasa, permitiendo por tanto una
buena estimacion de la actividad de la ATP sintasa.

Las reacciones de sintesis de ATP fueron iniciadas por el agregado de
0,05 mg/mL de SMP al medio de reaccion.

Las velocidades de sintesis de ATP fueron calculadas en la porcion lineal
de las cinéticas, zona que corresponde al estado estacionario, en donde la
velocidad de produccion de NADPH es directamente proporcional a la

velocidad de sintesis de ATP.

2.12. General

Rotenona y FCCP fueron disueltos en etanol de calidad
espectrofotométrica, el cual fue obtenido por calentamiento a reflujo en
presencia de Zn y NaOH, y posterior rectificacion.

Los ajustes de las graficas fueron realizados por regresion no lineal
utilizando el algoritmo de Marquardt-Levenberg. Los parametros de los ajustes
son expresados como el valor esperado * el desvio estandar. Comparaciones
multiples fueron realizadas usando andlisis de la varianza (ANOVA) de un solo
sentido validado con el test de Student-Newman-Keuls. Un valor de p < 0,05

fue considerado como estadisticamente significativo.
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Determinacion de ATP y ADP. Método Cinético Continuo

3. Disefio y optimizacion de un método cinético continuo,

simple y sensible para determinar ATP y ADP

3.1. Introducciodn

La determinacion de trazas de ATP y/o ADP es de interés no solo para el
estudio de muestras biolégicas sino también en el andlisis de medios de
reaccion empleados en estudios cinéticos que utilizan enzimas ATP o ADP
dependientes. Por ejemplo, el método tradicional para el estudio cinético de las
ATPasas (Pullman M.E. y otros, 1960) utiliza un sistema acoplado de piruvato
quinasa y lactato deshidrogenasa que permite determinar en forma continua la
hidrélisis de ATP, manteniendo constante la [ATP] y permitiendo que la [ADP]
(producto inhibidor de la reaccién) se mantenga baja. Debido a que algunas
ATPasas, entre ellas la ATPasa mitocondrial, exhiben una alta afinidad por su
sustrato, las medidas cinéticas se deben realizar a bajas [ATP] (Roveri O.A. y
Calcaterra N.B., 1985). EI NADH es un componente esencial del medio de
reaccion del sistema acoplado PK+LDH. Milgrom y otros (1998) han reportado
que las preparaciones comerciales de NADH contienen como contaminantes
trazas de ATP y ADP. Para conocer con exactitud la concentracién de ATP en
el medio de ensayo, es necesario contar con un método simple, rapido y
sensible que permita determinar concentraciones sub-micromolares de ATP y/o
ADP aportadas por los componentes del medio de reaccion utlizado para
determinar la actividad ATPasica.

Diversos métodos enzimaticos han sido desarrollados para determinar
ATP o ADP. Entre ellos se encuentran los métodos (tanto de punto final como
cinéticos) basados en el seguimiento espectrofotométrico de reacciones

enzimaticas. Los mas simples, usan una quinasa acoplada a una
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deshidrogenasa, por ejemplo: HK + G6PDH para ATP (Lamprecht D. y
Traustschold 1., 1974) y PK + LDH para ADP (Jaworek D. y otros, 1974). Sin
embargo, la sensibilidad de estos métodos esta limitada por el coeficiente de
absorcion de NAD(P)H. Métodos enzimaticos mas sensibles fueron
desarrollados basados en la medicion de la luminiscencia generada en la
reaccion de la luciferasa, la cual depende linealmente con la [ATP] (Lust W.D. y
otros, 1981). A pesar de su elevada sensibilidad, la reaccion de la luciferasa
exhibe inhibiciébn por producto (De Luca M. y otros, 1979). Por lo tanto, la
cinética de emision de luz es compleja. Ademas, a concentraciones de ATP
bajas se observa un decaimiento rapido de las sefales. Para solucionar esto,
Sakakibara y otros (1999) desarrollaron un método que permite mantener la
luminiscencia por mas tiempo, acoplando a la reaccion de la luciferasa la
enzima piruvato ortofosfato diquinasa (encargada de regenerar ATP a partir de
AMP vy pirofosfato). Recientemente, Lee y otros (2011) describieron un
procedimiento que no solo regenera ATP a partir de AMP (utilizando adenilato
quinasa, UTP, acetato quinasa y acetil fosfato) sino también a partir de
pirofosfato y adenosina 5 fosfo-sulfato, reaccion catalizada por la ATP
sulfurilasa. Esta amplificacion exponencial del ATP genera un incremento de la
sensibilidad del método de la luciferasa, el cual es adecuado para la
determinacion de la cantidad de unidades formadoras de colonias de
Escherichia coli. Sin embargo, la optimizacion y el control de calidad de este
ensayo son bastante complicados, debido a la cantidad de componentes del
medio de reaccion. Ademas, los métodos que utilizan luciferasa requieren

instrumentacion no siempre disponible en los laboratorios.
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La busqueda de una alta sensibilidad en el andlisis cuantitativo de trazas
de metabolitos ha transformado a los ciclos cataliticos de sustratos en una
herramienta cuya aplicacién ha crecido de manera considerable (Lowry O.H. y
otros, 1961). A su vez, la necesidad de contar con un método sensible y
sencillo para determinar concentraciones sub-micromolares de ATP y ADP
presentes como ligandos de proteinas y/o contaminantes de medios utilizados
en el estudio cinético de reacciones enzimaticas, llevo a disefiar y optimizar un
método cinético basado en un ciclo catalitico de sustrato.

El método descripto en este Capitulo utiliza un ciclo compuesto por dos
enzimas acopladas en direccién opuesta: HK y PK. La cinética de sistemas
similares ha sido caracterizada por Passoneau y Lowry (1993) y por Valero y
Garcia Carmona (1998). Una vez iniciada la reaccién se observa una fase de
aceleracion transiente luego de la cual se alcanza el estado estacionario. Para
una estequiometria del tipo 1:1 la concentracién de los metabolitos ATP+ADP
se mantiene constante durante la reaccion mientras los productos glucosa-6-
fosfato y piruvato se acumulan linealmente en el tiempo. La velocidad de
acumulacion de estos productos es directamente proporcional a la cantidad
original de ATP+ADP presente en la muestra.

Breckenridge (1964) ha utilizado el ciclo PK/HK como paso final en la
determinacion de 3,5-AMP, previamente convertido en ATP. El ciclo se detiene
por calentamiento y luego de una centrifugacion, se mide fluorométricamente la
cantidad de glucosa-6-fosfato acumulada utilizando glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y NADP. A pesar de su alta sensibilidad, el método posee
todas las desventajas de un método discontinuo: es bastante laborioso, por lo

tanto mas susceptible a errores y su realizacion demanda mas tiempo.
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El uso optimo de los ciclos cataliticos de sustrato se logra cuando se
puede medir de manera continua la acumulacion de los productos del ciclo, ya
sea directamente o por medio de una enzima monitora acoplada. Valero y
Garcia-Carmona (1998) optimizaron un método continuo para determinar
cantidades bajas de glutamato basado en un ciclo enzimatico que acopla las
enzimas glutamato oxidasa y glutdmico-piravica transaminasa y utiliza como
enzima monitora del ciclo una peroxidasa.

El método discontinuo desarrollado por Breckenridge (1964) puede
convertirse en un método continuo al acoplar la enzima LDH como monitora del
ciclo PK/HK. Valero y otros (2004) han utilizado LDH para evaluar la velocidad
del primer ciclo de un método constituido por dos ciclos acoplados. Sin
embargo, no estudiaron en detalle el comportamiento cinético del sistema
HK+PK+LDH como asi tampoco su aplicacibn para la determinacion
cuantitativa de trazas de ATP y ADP.

Al acoplar al ciclo LDH como enzima monitora, la concentracion de
piruvato se mantiene constante y el NADH es oxidado linealmente en el tiempo.
La velocidad de produccibn de piruvato, la cual se mide
espectrofotométricamente a través del consumo de NADH a 340 nm, es un
buen indicador de la velocidad del ciclo. Al alcanzarse el estado estacionario la
concentracion de nucleotidos en la muestra se mantiene constante en el tiempo
y la velocidad de consumo de NADH es directamente proporcional a la

[ATP+ADP] presente en la muestra.
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PEP Piruvato Lactato
>PK<‘ LDH

ADP ATP NADH NAD*
N

G6P Glucosa

Esquema 3.1 Representacion esquemdtica del ciclo catalitico. PEP:
fosfoenolpiruvato, PK: piruvato quinasa, HK: hexoquinasa, LDH: lactato
deshidrogenasa, G6P: glucosa-6-fosfato.

Para derivar las ecuaciones que describen el sistema mostrado en el
esquema de arriba, se plantean los siguientes supuestos segun hicieron
Valero y Garcia-Carmona (1998) para un sistema similar:

e las concentraciones de ATP, ADP y piruvato son mucho menores que
los valores de sus K, para HK, PK y LDH, respectivamente. Por tanto
las reacciones son de primer orden respecto de los metabolitos
mencionados;

¢ las concentraciones de glucosa, PEP y NADH son suficientemente altas
como para que su consumo durante el tiempo de reacciébn no las
modifique de manera significativa.

Cumpliendo con estos supuestos, las ecuaciones diferenciales que

describen el sistema mostrado en el Esquema 3.1 son:

A0 = —kpk[ADP] + ky [ATP] (3.1)
AT — kp[ADP] — Ky [ATP] (3.2)
d[;tir] = kpx[ADP] — k,py|Pir] (3.3)
dlGePl _ . [ATP] (3.4)

dt
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d|NAD .
[dt ] ES kLDH[PlT] (35)
d[NADH] d[NAD] .
dt = - dt = —kLDH[PlT'] (36)

En donde k; (i = PK,HK,LDH) son las contantes de velocidad de primer
orden aparentes, las que dependen de la concentracion de co-sustratos y
enzimas.

La resolucion de las Ecuaciones 3.1 — 3.6 permite obtener las

siguientes curvas de progreso (adaptado de Valero y Garcia-Carmona (1998))

_ kpk[ADPlo—kuk[ATPlo _(kpr+kyr)t , KHK[AXPlo
ADP| = pk+kHK RHKIAXP]o 7
[ ] kpx+kng € + kpx+kuk (3.7)
— kpx[ADPlo—kpk[ATP]g —(kpr+kyr)t kpk[AXP]y

ATP| = — pk+kuk KpklaaPlo _

[ ] kpk+kuxk € + kpg+kuxk (3.8)

[Pir] = _Ale—kLDHt — MAze_(kPK"'kHK)t + _kpicknk[AXPlo_ (3.9)

kiLpn krpr(kpx+kyk)
_ kux(kLpr—kpx—Knk) _—(kpr+kuit kpxkuklAXPlo
LG6P] kpkkLDH Az[l ¢ ] + (kpx+kuk) (3.10)
[NAD] = A e kont 4 Aze—(kpx+km<)t + Mt + As (3.11)
(kpx+kur)

[ADP], y [ATP], son las concentraciones iniciales de ADP y ATP y [AXP],la

suma de ambos. Las constantes 4,, A, y A; son iguales a:

_ kpgknuklAXPlo—kpkkipH[ADP]g
A =— - P— (3.12)
LoH(KLpH—KPK—KHK)

kpxkipu(kpk[ADP)o—kyk[ATP]y)
A, = — A
2 (kpx+kur)?(kLpu—kpk—kuk) (3.13)

A; =—(A,+A4,) (3.14)

La Ecuacion 3.11 muestra que luego de una fase de aceleracion inicial
(tétrminos exponenciales), la reaccion alcanza un estado estacionario cuando
t >w. En el estado estacionario las concentraciones de ADP, ATP, piruvato,

G6P y NAD" dependen con el tiempo segun las siguientes ecuaciones:

kpk+kpk
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[ATP] = Xexl4XPlo (3.16)

kpk+kyk

kpkkuk[AXP]o

[Pir] = kipH(kpx+knk) (3.17)
[G6P] = (kLpH—kpk—KHK)KHK A, + kpkkuk[AXP]o ¢ (3.18)
kpxkKLDH kpk+knk
[NAD] = XpxknxldXPlo, \ /. (3.19)
kpkt+kyk

En resumen, cuando se alcanza el estado estacionario las

concentraciones de ADP, ATP y piruvato se mantienen constantes (ver

d[ADP] _ d[ATP] _ d[Pir

] _ .
o = prani 0, mientras

Ecuaciones 3.15, 3.16 y 3.17). Por tanto

que las concentraciones de G6P y NAD® (Ecuaciones 3.18 y 3.19) se

. . d|G6eP d|[NAD .
incrementan de manera lineal ( [dt I = [dt I = cte # 0) con el tiempo de

reaccion. La velocidad en el estado estacionario del sistema enzimatico no

depende de la enzima auxiliar LDH y es igual a:

p = AINAD] __ dINADH) _ Kpickia [ g p (3.20)
dt dt kpg+kuk

La [NADH] disminuye de manera lineal con el tiempo de reaccion
siempre que la [ADP+ATP], kpx Y kyx S€ mantengan constantes a lo largo de la
misma. La primera condicidbn es inherente al ciclo catalitico de sustrato,
mientras que las constantes no variaran siempre y cuando: i) las
concentraciones de co-sustratos (PEP y glucosa) no cambien
significativamente durante el tiempo de reaccion; y ii) la G6P y el NAD"
(productos que se acumulan) no se comporten como inhibidores.

En este capitulo de Tesis se describen los resultados obtenidos al
estudiar la dependencia de la velocidad del ciclo catalitico con las

concentraciones de enzimas, co-sustratos y cofactores. Por otra parte se
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cuantifica la cantidad de ATP+ADP presente como traza contaminante en el
NADH y en otros componentes del medio de reaccion. Por Gltimo se muestra
que con este procedimiento se puede detectar 10" moles de ATP o ADP y se

discute la posibilidad de incrementar su limite de deteccion y sensibilidad.

3.2. Resultados y Discusion
3.2.1. Determinacién de las concentraciones Optimas de co-
sustratos (glucosay PEP), de Mg?* y enzima monitora (LDH)

Los valores de kpx Y kyx No solo dependen de las concentraciones de
enzimas presentes sino también de las de sus respectivos co-sustratos. De
esta forma, a concentraciones de ADP+ATP y enzimas fijos, la velocidad del
ciclo dependera de la concentraciones de glucosa y PEP en el medio. Ademas
las actividades de las quinasas dependeran también de la concentracion del
cofactor Mg**.

En la Figura 3.1 puede observarse una dependencia hiperbdlica de la
velocidad del ciclo tanto con la concentracién de glucosa como con la de PEP.
Los valores de K, aparentes (con 1 uM ADP) estimados por regresiéon no lineal
de una hipérbola a los datos experimentales fueron 0,034 + 0,004 y 0,065 *
0,009 mM para glucosa y PEP, respectivamente. Los valores de Vmax
estimados a PEP (13,9 + 0,4 nmol min™ mL™) y glucosa variables (14,4 + 0,3
nmol min™ mL™) no fueron significativamente distintos entre ellos. Este tipo de
experimento permitio establecer las concentraciones adecuadas de co-
sustratos a utilizar de forma tal que su consumo a lo largo de la reaccion no
influyera sobre la velocidad del ciclo.

La velocidad de reaccién también depende de la concentracién de Mg**,

un cofactor esencial de quinasas. Para evaluar su efecto se realizaron

58



Determinacion de ATP y ADP. Método Cinético Continuo

determinaciones empleando distintas [Mg?*] en presencia de 0,2 y 0,5 pM ADP.
En la Figura 3.2 se observa que el catibn se comporta como un activador a
bajas concentraciones, mientras que a altas concentraciones lo hace como un

inhibidor. Las mayores velocidades fueron observadas entre 1y 3 mM Mg?*.

15

=
(o] N

v (nmol min* mL™)
(o]

00 02 04 0,6 10 15 20
[glucosa] @ [PEP] @ (mM)

Figura 3.1 Efecto de glucosa y PEP sobre la velocidad de ciclo. Las reacciones
fueron llevadas a cabo a 25°C en un medio conteniendo sacarosa 100 mM, KCIl 10 mM
y Tris-HCI 40 mM (pH 7,5), variando la concentracion de glucosa y manteniendo fija la
concentracion de PEP (2 mM,e) y variando la concentracion de PEP a concentracion
fija de glucosa (1 mM,m). Las concentraciones de los otros componentes fueron: LDH
5 Ul/mL, PK 5 Ul/mL, NADH 0,3 mM, MgCl, 2 mM y ADP 1 uM. La reaccion fue
iniciada con el agregado de 5 Ul/mL de HK. Las lineas representan el mejor ajuste de
una hipérbola rectangular a los valores experimentales.
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Figura 3.2 Efecto del cofactor MgCl, sobre la velocidad del ciclo. Las reacciones
fueron llevadas a cabo en un medio conteniendo sacarosa 100 mM, KCI 10 mM, Tris-
HCIl 40 mM (pH 7,5), PEP 1 mM, glucosa 1 mM, LDH 5 UI/mL, PK 6,5 Ul/mL, NADH
0,3 mMy ADP 0,2 pM. La reaccién fue iniciada con el agregado de 6,5 Ul/mL de HK.
Tal como se indicé previamente, la fase de aceleracién inicial es seguida
por la fase en estado estacionario donde el NAD" se acumula linealmente en el
tiempo (Ecuaciéon 3.19). El tiempo de latencia t es una medida de la duracion
de la fase de aceleracion. En la Figura 3.3-A se muestra como a partir de una

curva de progreso se estima t. En la Figura 3.3-B, se muestra la dependencia

de 1 con distintas concentraciones de LDH a concentraciones fijas de PK 'y HK.
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Figura 3.3 Estimacion de T. La reaccion fue llevada a cabo en un medio conteniendo
sacarosa 100 mM, KCI 10 mM, Tris-HCI 40 mM (pH 7,5), PEP 2 mM, glucosa 1 mM,
MgCl, 2 mM, NADH 0,3 mM, ADP 0,5 uM, HK 10 Ul/mL y PK 10 Ul/mL y fue iniciada
por el agregado de distintas concentraciones de LDH. A) Curva de progreso obtenida
por el agregado de 10 mUI/mL de LDH. EI tobtenido es de 218 segundos. B)
Dependencia de t con la [LDH]. La linea representa el mejor ajuste de la Ecuacién
3.21 a los puntos experimentales.

El tiempo de latencia depende con las concentraciones de nucleétidos y
de las tres enzimas segun se muestra en la siguiente Ecuacion, cuyo ajuste a
los datos experimentales se muestra en la Figura 3.3-B

1-Akypy+Bkipy?
— LDH LDZH (3 2 1)
kipy—CkrpH

Donde

__ [4aDP]y
" kuxlAXPlo

B = kpk[ADPlo—kpk[ATP]g
A2kyk[AXP]o

1

C=/1

A = kpk + knk
En resumen, teniendo en cuenta los resultados descriptos en esta

seccion se resuelve utilizar 2 mM PEP y 1 mM glucosa (valores 30 veces
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superiores a los K, obtenidos, ver Figura 3.1), 2 mM MgCl, (Figura 3.2) y 5

Ul/mL de LDH.

3.2.2. Estimacion de kpg Y kygk

Los parametros kpx Y kyg utilizados en las Ecuaciones anteriores

dependen de manera lineal con la concentracion de las enzimas respectivas. Si

las [PK] y [HK] se expresan en Unidades Internacionales (Ul/mL):

kpg = fPK[PK]UI kng = fHK[HK]UI (3.22)

Las constantes de proporcionalidad fpx Y fux Son funcion de las
concentraciones de los cosustratos (PEP y glucosa), cofactores y de los

parametros cinéticos de PK y HK. Reemplazando en la Ecuacion 3.20:

_ Sfpxl[PKluifuk[HK]u1
V= klore etk AXPlo (3.23)

Para confirmar dicho comportamiento y estimar los valores de fpx V fuk»
se hicieron medidas variando una enzima del ciclo y manteniendo la otra
constante. Por lo tanto, la dependencia de la velocidad del ciclo catalitico con la

[HK] manteniendo constante la [PK] es:

v = ]Z;P;[PK]UI [HK]u1 [AXP], (3.24)
Frc L Klurt[HK ]y

La velocidad de reaccion dependié con la [HK], de acuerdo a la
Ecuacion 3.24 (Figura 3.4-A). Se observaron comportamientos similares
cuando se probaron distintas concentraciones fijas de PK. Una forma

simplificada de expresar la Ecuacion 3.24 es la siguiente ecuacion empirica:

__ kOPP[HK]y;
© KWP+[HK]y,

(3.25)

donde k%PP es la velocidad maxima del ciclo y K%PP es la concentracion de HK

correspondiente a la mitad de la velocidad maxima para una dada
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concentracion de PK y de nucleétidos. Ambos parametros dependen

linealmente con PK (Figura 3.4-B y 3.4-C) de acuerdo a las siguientes

ecuaciones:
kPP = fPK[AXP]O[PK]UI (3-26)
Kwr =[Pk [pg) (3.27)
fHK
: : : : : ~ BI
251 A 1 Eeol
20 Ewo
1 r 7 [=)
£
. S
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Figura 3.4 Dependencia de la velocidad de reaccion con la [HK]. A) La velocidad
de reaccion fue medida empleando un medio similar al descripto en la Figura 3.3,
cantidades variables de HK y fijas de PK (6 Ul/mL). Las concentraciones de NADH,
PEP, glucosa y MgCl, fueron 0,3, 2, 1 y 2 mM, respectivamente. La concentracion de
LDH fue de 5 Ul/mL y la de ADP fue 1 uM. Las lineas representan el mejor ajuste de
una hipérbola rectangular (Ecuacién 3.25) a los valores experimentales, el cual
permitié estimar los siguientes parametros: k%P = 35,1 + 0,8 nmol min* mL™" y KPP =
2,0 £ 0,1 Ul mL™. B) Los puntos representan los valores de k%P estimados a partir de
experimentos similares a los mostrados en (A) llevados a cabo con distintas [PK]. La
linea representa el mejor ajuste de la Ecuacion 3.26 a los valores estimados. C) Los
puntos muestran valores de K?P estimados tal como se indica en (B) y la linea
representa el mejor ajuste de la Ecuacién 3.27 a los valores estimados.

La pendiente de la linea de regresion de la Figura 3.4-B (5,76 = 0,06

nmol min UI'") permite estimar f,x de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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__ pendiente

fer = axrre (3.28)
Teniendo en cuenta que [AXP]O =1 pM =1 nmol mL™ es posible estimar

que fpx = 5,76 + 0,06 min Ul mL = 5,76 + 0,06 mM™.
De manera similar, utilizando la Ecuacion 3.27 y la pendiente de la linea
de regresion de la Figura 3.4-C (0,344 * 0,005) es posible estimar el valor de

fuk Si es conocido fpk.

fux = —LEE (3.29)

" pendiente

Por tanto, fyx = 16,74 + 0,02 mM™,

Alternativamente, para obtener los valores de fpx V fux S€ puede realizar
un andalisis global directo de la matriz de datos obtenidos con las distintas
concentraciones de HK y PK. Si a ambos miembros de la Ecuacion 3.24 se los
divide por [AXP], se obtiene:

v frxlPKlyy [HK]yg
_ 3.30
[axP], %[PK]U1+[HK]UI ( )

El analisis global de las velocidades utilizando la Ecuacién 3.30 a
diferentes concentraciones de PK, HK y ATP+ADP permitié obtener los valores

de fox =5,61 0,15 mM™ty fyx = 15,46 £ 0,08 mM™,
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Figura 3.5 Dependencia de la velocidad de reaccién con la [PK] y [HK]. La
velocidad fue determinada utilizando un medio de reaccién similar al que se describe
en la Figura 3.4. Los puntos representan los valores experimentales obtenidos a

concentraciones variables de PK y HK. La grilla indica la superficie descripta por el
mejor ajuste de la Ecuacion 3.30 a los datos experimentales.

3.2.3. Significado de fpx Y fuk

Varios autores han informado que ambas quinasas siguen un

mecanismo secuencial al azar cercano a equilibrio (Ainsworth S. y otros, 1983;
Fromm H.J. y otros, 1964; Fromm H.J. y Zewe V., 1962; Reynard A.M. y otros,

1961). Por tanto, las ecuaciones de velocidad para ambas enzimas son:

— Vmax[PEP][ADP]

Vpk = aKpgpKapp+aKpgp[ADP]+aK 4pp[PEP]+[ADP][PEP] (331)
_ Vmax[Glucl[ATP]

VHK = aKgrucKarp+aKguc[ATPl+aK arplGlucl+[Gluc][ATP] (332)
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En las condiciones del ciclo, las concentraciones de ADP y de ATP son
mucho menores que los Kys correspondientes. Por tanto, las ecuaciones de
velocidad se reducen a:

Vmax
— X __[ApP]
2Kpgp
(+ [PEP]) ~  Vmax[ADP] Vipsy
PR = KPER = = Imix [App]  (3.33
" <1+I[(PPE€§) aKADP(1+IE{:TE£) @K app ( )
( D‘KPEP)
[PEP]

+[ADP]

Vimax
(1+aKGluc)[ATP]
v [Gluc] ~ Vimax [ATP]
HK — (1 +KGluc)
K [Gluc]
« ATP( “KGluc)

[Gluc]

~ Ymix [ATP]  (3.34)

- KGluc) aK
aKATP(l-l-[GluC] ATP

+[ATP]

Por tanto:
vpy = eat®lPKly ) py  PKlut 14np) = g, [ADP] (3.35)
aKapp aKapp
vy = Sttt g p) - Wt [ ypy = g, [ATP) (3.36)
aKarp aKarp

A patrtir de las Ecuaciones 3.35y 3.36:

y fux = (3.37)

De esta forma, a partir de los valores de fpx Y fux S€ pueden estimar los
Km aparentes para ADP y ATP que se observan bajo las condiciones
experimentales utilizadas: aK,pp = 0,17 £ 0,02 MM y aK,rp = 0,06 £ 0,01 mM.
Estos valores se corresponden razonablemente con los informados en la

literatura (Reynard A.M. y otros, 1961; Fromm H.J. y otros, 1964; Fromm H.J. y

Zewe V., 1962).

3.2.4. Dependencia de la velocidad del ciclo con las concentraciones
de ADP y NADH

En la Figura 3.6 se muestra, a distintas [NADH], la dependencia de la

velocidad de reaccion con el ADP agregado. La velocidad depende de manera
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lineal con ADP de acuerdo al comportamiento predicho por la Ecuacién 3.23.

Sin embargo, a diferencia de lo establecido por dicha Ecuacion, se observaron
ordenadas al origen (y," ) distintas de cero, indicando que el medio de

reaccion posee ATP y/o ADP enddgeno. Por tanto, la Ecuacion 3.23 debe ser
modificada de la siguiente manera:

_ JSpk[PK]uyr fuk[HK]y1 endogeno agregado
" frilPKlyr+fuklHK]y ( [AXP] [AXP]O ) (3.38)

Por tanto, la ordenada al origen (y#P?) depende del AXP enddgeno

segun una recta (Figura 3.6-C):

app _ fpx[PKlyr fuk[HK]yr endégeno
Yo "~ fpxlPKlyr+fukHK]y1 AXP] (3.39)

En cambio, las pendientes de los gréaficos mostrados en la Figura 3.6-A

son independientes del mismo (Figura 3.6-B):

app _ SfeklPKlur fuk[HK]u1 (3.40)

endiente
p Fpx[PKlyr+fuk[HK]y;

En los experimentos realizados a diferentes concentraciones de NADH
se observan lineas rectas paralelas (Figura 3.6-A y 3.6-B), con ordenadas al
origen (y{'°?) que dependen linealmente con la concentracion de NADH (Figura
3.6-C), lo cual sefala la presencia de ATP y/o ADP en el NADH, tal como habia
sido previamente informado por Milgrom y otros (1998). Sin embargo, dado que
la ordenada al origen en la Figura 3.6-C es significativamente distinta de cero
(4,2 + 0,1 nmol min*mL™), se concluye que otros componentes del medio de

reaccion estan también contaminados con ATP y/o ADP.
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Figura 3.6 Dependencia de la velocidad del ciclo con [ADP] y [NADH]. A) La
velocidad de reaccién fue determinada empleando el medio de reaccion que se
describe en la Figura 3.4 con las siguientes salvedades: PK 10 Ul/mL, HK 20 UI/mL, y
NADH 0,05 (e), 0,1 (#), 0,15 () y 0,2 (®) mM. Las lineas representan el mejor ajuste
de una recta (v = y{P? + pendiente“P” x [ADP]) a los valores determinados
experimentalmente. En las graficas (B) y (C) se muestran los valores de pendiente4P?
y y4iPP estimados de los graficos primarios. Las lineas representan el mejor ajuste de
rectas a los valores estimados.

El ADP y/o ATP enddgeno (AXP) es descripto por la siguiente Ecuacién:
[AXP]S"09€M = [AXP] g + AXPog [PK1y; + AXPyy[HK ]y + AXPyapu[NADH]  (3.41)
La presencia de nucleotidos en NADH, HK, PK y otros componentes del
medio de reaccion esta representada por AXPyapu, AXPyx, AXPpx Y AXPygr. EN
consecuencia, cuando los valores de y{'P? obtenidos a partir de la Figura 3.6-A
son graficados en funcién de las concentraciones de NADH utilizadas (Figura

3.6-C), se obtiene una linea recta cuyas ordenadas al origen y pendiente estan

representadas por las siguientes ecuaciones:

NapH _ Spkl[PKlyi fuk[HK]u1
Yo = FoxlPKlurtf uxlHK o1 ([AXP]yr + AXPpg[PK]y; + AXPyx[HK]y) — (3.42)

68



Determinacion de ATP y ADP. Método Cinético Continuo

NapH _ JpPx[PKluifuk[HK]ur
fpx[PKlyr+fuk[HK]yg

pendiente AXPyapu (3.43)

El cociente entre pendienteM4PH (58,7 + 0,4 pmol min™ nmol?) y
pendiente“P? (69,3 + 0,5 min™) permite determinar que 1 nmol del NADH
comercial utilizado contiene 0,85 + 0,01 pmoles AD(T)P.

Con el fin de establecer cuales son los otros componentes del medio de
reaccion que poseen trazas de ADP o ATP, se realizaron determinaciones
utilizando distintas concentraciones de NADH, PK y HK, sin adicionar ATP ni
ADP. Para simplificar, en todos los casos se utilizaron las mismas cantidades
de PK y HK ([PK]y; = [HK]y; = [XK]y;). En la Figura 3.7-A se muestran en
funcién de la [NADH] los valores de velocidad obtenidos a distintos valores
constantes de [XK]y;. La dependencia de las pendientes ((pendienteV4PH) )
y de las ordenadas al origen ((yy4P")yk) con la [XK], se muestra en las
Figuras 3.7-B y 3.7-C. En este caso particular las Ecuaciones 3.42 y 3.43 se

pueden reescribir de la siguiente forma:

Y 4PH) e = [AXPyp LEELHE [XKy, + 2 x AX Py Z25L2 [xK),,7 (3.44)

fpx+fHK fpx+fHK

(pendienteNAPH) .. = AXPyapy Z2LEE XK ], (3.45)

fpx+fHK

. —_— AXPpg+AXP . . .
Siendo AXPyy = M Tal cual predicen estas Ecuaciones, en la Figura

3.7-A se observa una familia de lineas rectas que difieren en sus pendientes y
ordenadas al origen segun la concentracién de enzima utilizada [XK];. Las
pendientes muestran una relacién lineal con la [XK];; con ordenada al origen
que no difiere significativamente de cero (Figura 3.7-B), tal cual predice la
Ecuacion 3.45. Por regresion lineal pesada se pudo estimar un valor de

pendiente para dicha recta igual a 0,0055 + 0,0001 min™* UI*mL, el cual no
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difiere significativamente del calculado a partir de los valores de AXPyapu, frx Y

fux estimados mas arriba.
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Figura 3.7 Evaluacion de la presencia de AT(D)P enddgeno en las enzimas PK y
HK. A) La velocidad de reacciéon fue medida utilizando un medio similar al que se
describe en la Figura 3.4, a diferentes [NADH] y empleando cantidades iguales de PK
y HK: 5 (@), 10 (@), 15 (#), 20 (e), 25 ( ) Ul/mL. No fueron adicionados ni ADP ni ATP.
Las lineas indican el mejor ajuste de una recta (v = y)4P" + pendiente4P" x [NADH]) a
los valores determinados experimentalmente. B) Las pendientes (pendienteV4PH) de
los graficos mostrados en (A) son graficadas frente a [XK]. La linea sélida representa
la regresion lineal pesada (ver Ecuacion 3.45). C) Los puntos representan las
ordenadas al origen estimadas a partir de los gréaficos primarios mostrados en (A). La
linea solida muestra el mejor ajuste a los valores estimados por regresion lineal.

Por otra parte las ordenadas al origen ((yY4PH),,) estimadas a
diferentes valores de [XK]y; (Figura 3.7-A) fueron graficadas en la Figura 3.7-
C. De acuerdo con la Ecuacion 3.44, los datos mostrados en la Figura 3.7-C
dependeran linealmente con [XK],; solo si PK y HK se encuentran libres de
ADP y/o ATP contaminante (AXPxx = 0). El ajuste utilizando un polinomio de

segundo grado ((y¥4PH),, = a X [XK]y; + b X [XK]y,®) permiti6 estimar un

valor de b que no difiere significativamente de cero, lo cual permite concluir
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que las preparaciones de HK y de PK no poseen contaminacion de ATP o ADP
detectables por este procedimiento. Por tanto, en la Figura 3.7-C se muestra el

ajuste realizado utilizando una funcién lineal ((yY4P")yx = a x [XK]y)).

3.2.5. Sensibilidad

La Figura 3.8 muestra que la velocidad de la reaccion del ciclo depende
de manera lineal con la [ADP] tanto cuando se emplean 10 como 20 Ul/mL de
HK'y de PK. En este caso particular ([PK] = [HK]), la Ecuacion 3.38 se modifica

segun se detalla:

(W) xx = L X K], ([AXP]EM099m0 4 [4x pagesade) (3.46)

frr+fuK

Donde (v) g es la velocidad cuando [PK]y; = [HK]y; = [XK]y,. Por tanto

de la Ecuaciéon 3.41;

[AXP)E"09¢M0 = [AXP]yp + AXPyapy[NADH] + 2AX Py [XK]y, (3.47)
En consecuencia:

(VEPP) gy = LEELHK [([AXP)yyg + AXPyapy [INADH])[XK]y; + 2AX Py [XK1y,"] (3.48)

fpPk+fHK

ADP) i = TEHC X K]y, (3.49)

endiente
(p fpx+fHK

Las ordenadas al origen ((yngP)XK) dependen linealmente con la [XK],
(6,52 + 0,15 nmol min™* mL™ (10 Ul/mL) y 12,87 + 0,16 nmol min™* mL™ (20
Ul/mL)). Este resultado confirma la conclusién (ver seccién 3.2.4) de que las
preparaciones de HK y PK no contienen cantidades detectables de ATP y/o
ADP (AXPyx = 0 en la Ecuacion 3.48).

Por otra parte, la sensibilidad del método depende de Ilas
concentraciones de enzimas del ciclo de acuerdo a la Ecuacion 3.49. Esta
ecuacion predice que la sensibilidad incrementa de manera lineal con la [XK]y;

tal cual muestran las pendientes estimadas por regresion lineal de los datos
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presentados en la Figura 3.8 (0,302 + 0,006 AAbs min™® nmol™ para [XK],; =
10 Ul/mL y 0,611 + 0,005 AAbs min™ nmol™ para 20 Ul/mL). No obstante, el
incremento de la sensibilidad esta limitado por los supuestos que usualmente

se hacen cuando se derivan ecuaciones cinéticas.
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Figura 3.8 Dependencia de la sensibilidad con las enzimas PK y HK. La velocidad
de reaccion fue determinada empleando un medio esencialmente similar al descripto
en la Figura 3.4 a diferentes [ADP] y utilizando concentraciones iguales de PK y HK:
10 (») y 20 (o) Ul/mL. La [NADH] empleada fue de 0,1 mM. Los puntos indican el
promedio para las determinaciones realizadas por triplicado. Las lineas representan el
mejor ajuste (regresion pesada) de una recta (v = ygP? + pendiente“P? x [ADP]) a los
valores determinados experimentalmente.

3.2.6. Limite de deteccidn

El limite de deteccion (LOD) de ADP fue calculado utilizando la formula
LOD =2 Xtygs m—2 XSo donde m es el numero de determinaciones (cinco
niveles de concentracién analizados por triplicado) y s, la desviacién estandar
del blanco (Clayton C.A. y otros, 1987; Currie L.A., 1999). Se obtuvieron

valores de 12,8 y 9,3 pmol cuando 10 y 20 Ul/mL de cada quinasa fueron
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utilizados (volumen del medio de reaccion = 1 mL), respectivamente (Figura

3.8).

3.2.7. Eliminacién de los nucleétidos presentes en el medio de
reaccion utilizado apirasa

Con el objeto de ampliar el rango dinamico del método deben
disminuirse los valores de velocidad que se obtienen en ausencia de AXP
agregado, los que son debidos a la presencia de nucleétidos contaminantes en
los componentes del medio de reaccion. Para ello se propone la utilizacion de
la enzima apirasa (ATP difosfohidrolasa, E.C. 3.6.1.5), que cataliza la reaccion:

APIRASA
ATP + 2 H,0 «—» AMP + 2 P
Y que actia también sobre ADP y otros nucledsidos difosfatos (NDP) y

trifosfatos (NTP):

APIRASA APIRASA
NTP + H,O «— NDP + P; + H,O <——> NMP + P

Para disminuir los valores de los blancos se preincubd el medio de
reaccion (no conteniendo PK, HK ni LDH) con apirasa durante 20 minutos a
25°C. A continuacién, se inactivo la apirasa por incubacién a 90°C durante 5
minutos y luego el medio fue enfriado en hielo (Valero E. y otros, 2000). Una
vez finalizado este procedimiento se agregaron las enzimas antes
mencionadas para completar el medio de reaccion y se procedié a determinar
la velocidad de reaccion a distintas [ADP]. En paralelo se hicieron
determinaciones similares utilizando medio de reaccién no tratado con apirasa.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.9. La preincubacién con

apirasa disminuye de manera importante la ordenada al origen. Con el medio
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de reaccién no preincubado con apirasa se obtuvo un valor de ordenada al
origen igual a 29,44 + 0,29 nmol min*mL™, mientras que el obtenido con el
medio preincubado con apirasa (1,12 + 0,52 nmol min™*mL™) fue muy préximo a
cero. En conclusion, el agregado de apirasa elimina de manera practicamente
total los nucleotidos presentes en el medio de reaccién, permitiendo por tanto

un aumento en el rango dinamico del método.

v (nmol min™ mL™)
N (o))
o o

N
o

0 100 200 300
[ADP] (nM)

Figura 3.9 Eliminacién de nucleétidos end6genos por pretratamiento del medio
de reaccién con apirasa. La velocidad de reaccion fue determinada empleando un
medio de reaccién similar al que se describe en la Figura 3.4 a diferentes [ADP] y
utilizando 20 Ul/mL de PK y HK y 0,2 mM NADH, el cual fue preincubado en presencia
(®) y en ausencia de apirasa (®). Las lineas representan la regresion lineal de los
valores determinados experimentalmente.

3.2.8. Consideraciones generales

Métodos mas sensibles que el presentado en este Capitulo de Tesis han
sido propuestos para la determinacion de ATP o ADP. Sin embargo los mismos
presentan los siguientes problemas: i) comportamiento cinético complejo que

dificulta su puesta a punto, optimizacion y control de calidad; y ii) empleo de
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instrumentacién no siempre disponible. En cambio, el método presentado en
este Capitulo de Tesis utiliza s6lo un espectrofotbmetro comdn y consiste
esencialmente en determinar la velocidad de una disminucion lineal de la
absorbancia a 340 nm. ElI comportamiento cinético experimentalmente
determinado coincide con el predicho a partir del andlisis tedrico del ciclo
catalitico. Este método permite, utilizando las condiciones experimentales
descriptas en la Figura 3.8, la deteccion de aproximadamente 15 pmol de ATP
o ADP, valor similar al de un ciclo sencillo auto-amplificado informado por
Valero y otros (2000). Sin embargo, éste ultimo procedimiento consiste en
determinar un decaimiento exponencial de la [NADH], a diferencia del
presentado aqui, que se basa en un decaimiento lineal. Recientemente, los
mismos autores han presentado un ensayo utilizando un ciclo doble (Valero E.
y otros, 2004) con menor limite de deteccion (2,28 pmol). Si bien el método
presentado en este trabajo de Tesis posee un LOD mayor, el mismo se basa
en la determinacién de la velocidad de una reaccién lineal, procedimiento que
es mucho mas simple y mas adecuado para la automatizacion que la
determinacion de la aceleracion de una reaccion (Valero E. y otros, 2004).

El método posee una alta sensibilidad (ver Seccion 3.2.5.), la cual
puede ser incrementada aumentando los valores de HK y PK utilizados en el
ensayo. Este incremento se vera limitado por los supuestos establecidos para
la deduccion de las ecuaciones cinéticas y por la presencia de ATP y/o ADP
endogeno. La reproducibilidad fue evaluada midiendo soluciones patron de 35
y 140 pmol/mL de ADP (10 repeticiones). Los desvios estandar fueron 12,3 y

5,6 % respectivamente. La eliminacion del ADP+ATP enddgeno por pre
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tratamiento de los reactivos con apirasa, disminuirian significativamente dichos
valores.

El rango dindmico del método puede ser modificado usando diferentes
cantidades de HK y/o PK. El incremento en el valor maximo del rango dinamico
solo estara limitado por restricciones tedricas (las [ADP] y [ATP] deben ser 10
veces menor que los valores de K, correspondientes para cada quinasa) e

instrumentales (tiempo de respuesta del instrumento).

3.3. Perspectivas

El método aqui presentado es un método simple, rapido y confiable,
adecuado para medir la concentracién de muestras que contienen de 10 a
10° mol del nucleétido. Utiliza equipamiento presente en cualquier laboratorio y
pequefias cantidades de enzimas facilmente disponibles en el mercado. Debido
a que se trata de un método que determina la velocidad de disminucién lineal
de la Absorbancia a 340 nm, es adecuado para su automatizacion. Ya sea en
presencia de nucleétidos endégenos provenientes del NADH o de otro origen,
se pueden llevar a cabo experimentos para identificar la fuente de
contaminacion y cuantificarla. De esta forma, fue posible demostrar que las
enzimas PK y HK no contenian cantidades detectables de ATP y/o ADP. Por
otra parte, se ha determinado que el lote del reactivo comercial 096K7033 de
NADH utilizado en estos ensayos contenia 0,85 pmol ADP+ATP por nmol de
NADH.

Este ensayo es particularmente Gtil cuando se realizan estudios cinéticos
de enzimas ATP o ADP dependientes utilizando concentraciones micro y sub-
micromolares de nucleétidos en presencia de NADH, como ocurre en el ensayo

continuo de ATPasa (Pullman M.E. y otros, 1960). El método también puede
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ser utilizado para la determinacion de nuclettidos firmemente unidos a
proteinas (por ejemplo nucleétidos firmemente unidos a la F;-ATPasa)
midiendo la cantidad de ATP+ADP luego de un tratamiento de la proteina con
acido percloérico (Harris D.A. y otros, 1973).

Una desventaja del método es que el mismo no es capaz de discriminar
entre ATP y ADP. Sin embargo, el tratamiento previo de las muestras a
ensayar con enzimas capaces de: i) hidrolizar ATP a AMP y PP;; o ii) usar ATP
en reacciones de adenilacion o pirofosforilacion, en ambos casos en
combinacion con pirofosfatasas, permitird la destruccion del ATP y por tanto la
determinacion directa del ADP que contiene la muestra. La sustraccioén de este
altimo valor del obtenido con mezclas no tratadas permitira determinar el ATP
en la muestra.

En general, se sugiere realizar una curva de calibracién con una solucién
de ADP titulado abarcando un rango de concentracion que incluya la
[ADP+ATP] que se estima posee la muestra. Para muestras que contengan
entre 50 y 2000 pmol se recomienda utilizar 10 Ul/mL de PK y HK (ver Figura
3.8). Para muestras que contengan menos de 50 pmol, se debe disminuir la
sefal del blanco pre-tratando los medios con apirasa y trabajar con mayores

concentraciones de enzimas PK y HK.
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4. Efecto de sulfito sobre la actividad ATPasica de F;

mitocondrial

4.1. Introduccion

En este Capitulo se presentan los resultados obtenidos al estudiar el
efecto de sulfito sobre el comportamiento cinético de la hidrélisis de ATP
catalizada por la ATPasa soluble (F;) de mitocondrias de miocardio bovino.
Con el objeto de tratar de identificar el sitio de accion de sulfito, se realizaron

estudios cinéticos utilizando mezclas de sulfito con sulfato y con bicarbonato.

4.2. Resultados y Discusion
4.2.1. Determinacién de nucledtidos presentes en el medio de
reaccion utilizado para medir la actividad ATPasica de F;

El método tradicional para el estudio cinético de la ATPasa mitocondrial
utiliza un sistema acoplado PK + LDH (Pullman M.E. y otros, 1960) y requiere
realizar determinaciones a concentraciones micromolares de ATP (Roveri O.A.
y Calcaterra N.B., 1985). Dicho sistema utiliza NADH, cuyas preparaciones
comerciales suelen estar contaminadas con ATP y/o ADP (Milgrom Y.M. y
otros, 1998). Por tanto, previo a las determinaciones es necesario conocer con
la mayor exactitud posible la cantidad de ADP+ATP endogeno presente en el
medio de reaccion preparado para los ensayos cinéticos, para lo cual se utilizo
el método cinético descripto en el Capitulo 3 de este trabajo de Tesis, el cual
se basa en determinar la velocidad de reaccion de un ciclo catalitico de
sustrato. Se determind la velocidad de reaccion del ciclo en ausencia y en
presencia de cantidades conocidas de ADP adicionadas al medio de reaccion.

En la Figura 4.1 se muestra un ejemplo de la determinacion de ATP+ADP
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enddégenos en un “batch” de medio de reaccion preparado para ensayos
cinéticos de la actividad de F;. Se observa que la velocidad del ciclo catalitico
depende de manera lineal con la cantidad de ADP adicionado. La extrapolacion
de la recta al eje de las abscisas, permite estimar que 1 mL de ese medio de
reaccion contiene 325 pmoles de ATP+ADP. Esta determinacion fue realizada
cada vez que se prepar6 medio reaccion para un conjunto de ensayos
cinéticos. La concentracion real de ATP fue estimada sumando al ATP

agregado el endégeno determinado como se describe mas arriba.
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Figura 4.1 [ADP+ATP] enddgeno presente en el medio de reaccién utilizado para
medir actividad ATPasica de F;. Se agregaron distintas cantidades de ADP a un
medio compuesto por: sacarosa 100 mM, Tris-HCI 40 mM (pH 8,0), MgCl, 1 mM, PEP
4 mM, glucosa 1 mM, PK 5 Ul, LDH 5 Ul, NADH 0,3 mM (volumen final 1 mL). Las
reacciones fueron iniciadas por el agregado de HK (10 Ul). La linea representa el
mejor ajuste de una recta a los valores determinados experimentalmente.
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4.2.2. Andlisis de las cinéticas de hidrdlisis de ATP por F;

Tal cual se describi6 en Materiales y Métodos, para los estudios
cinéticos de la actividad ATPasica de F; se utilizd un sistema acoplado de PK 'y
LDH. Con este sistema se puede no soOlo seguir la reaccion
espectrofotométricamente midiendo el consumo de NADH sino que ademas
permite: i) mantener la [ATP] constante; y ii) la [ADP] no sélo constante sino lo
suficientemente baja como para hacer despreciable la inhibicién por producto.
Este sistema debiera producir cinéticas lineales con el tiempo de reaccion. Sin
embargo, la reaccién de hidrélisis de ATP catalizada por F; muestra un
comportamiento bifasico con el tiempo de reaccion (Jault J-M. y Allison W.S.,
1993 y Lodeyro A.F., 2002). Este comportamiento permite estimar valores de

velocidad inicial (v;) y final (vf) para cada uno de los perfiles cinéticos

observados. Operacionalmente se definié como v; a la velocidad medida dentro
del primer minuto de la cinética de reaccién mientras que v, es la velocidad
alcanzada en el estado estacionario.

En la Figura 4.2 se muestran perfiles representativos obtenidos a 0,05,
0,2y 0,8 mM ATP. En el primer caso se observa claramente que la reaccion se
acelera con el tiempo mientras que en el Gltimo la misma se inhibe de manera
progresiva hasta un valor limite. En cambio a concentraciones intermedias no
se observé una desviacion notable respecto de un comportamiento lineal con el

tiempo.
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Figura 4.2 Progreso temporal de las reacciones de hidrélisis de ATP catalizadas
por F,. Perfiles cinéticos que se observan en presencia de 0,05 (—), 0,2 (—) y 0,8 (—)
mM ATP. Las reacciones fueron determinadas tal cual se detalla en Materiales y
Métodos utilizando 1,5 pg de F; para 0,05 mM ATP y 0,7 ug de F, para las otras dos
concentraciones.

4.2.3. Efecto de sulfito sobre la cinética de hidrélisis de ATP por F;

Se estudi6 el efecto de sulfito sobre el progreso temporal de la reaccion
de hidrolisis de ATP catalizada por F; soluble. Se utilizaron concentraciones de
ATP en el rango de 0,025 a 1,5 mM. La presencia de sulfito modifica los
comportamientos descriptos en la Seccién 4.2.2. En la Figura 4.3 se muestran
perfiles cinéticos representativos. A 0,025 mM ATP, concentracién a la cual se
observa una activacion progresiva para el control, la cinética es practicamente
lineal en presencia de sulfito 1 mM, mientras que con sulfito 30 mM se observa
una inhibicién progresiva de la misma. En cambio a 0,25 mM ATP,
concentracion a la cual la cinética del control es lineal, se observa una
inhibicion progresiva en presencia de ambas concentraciones de sulfito. Por
altimo, a concentraciones altas de ATP (1,5 mM) tanto en ausencia como en
presencia de sulfito (1 o 30 mM) se observa una inhibicion progresiva hasta

alcanzar una vy constante, comportamiento que se acentia a 30 mM sulfito.
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Ademas, para todas las concentraciones de ATP empleadas, se pudo observar
que sulfito 1 mM aumentaba las v; respecto del control, mientras que sulfito 30

mM las disminuia (ver Seccion 4.2.4).

0,025 mM ATP

3 min

Abs

0,5

tiempo

0,25 mM ATP 1,5mM ATP

\ \
‘\

Abs
Abs

\

3 min 3 min

0,5 0,5

tiempo tiempo

Figura 4.3 Efecto de sulfito sobre el progreso temporal de la reaccion de
hidrdlisis de ATP catalizada por F;. Las reacciones fueron determinadas tal cual se
detalla en Materiales y Métodos e iniciadas por el agregado de 1, 0,5y 0,3 ug de F; al
medio de reaccion para 0,025, 0,25y 1,5 mM ATP respectivamente. Control (), sulfito
1 mM (), sulfito 30 mM ().

4.2.4. Efecto de sulfito sobre |la actividad ATPasica de F;

Se determind el efecto de sulfito (0,01 — 30 mM) sobre la actividad
ATPA4sica de F; a distintas concentraciones de ATP. En todos los experimentos
gue se describen a continuacién se adicioné la cantidad necesaria de acetato

con el objeto de mantener constante la fuerza iénica (Lodeyro A.F., 2002).
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Figura 4.4 Efecto de sulfito sobre la actividad de F; a distintas concentraciones
de ATP. El medio de reaccién fue preparado tal cual se detalla en Materiales y

Métodos manteniendo la fuerza ibnica constante con acetato de sodio en 84 mM y se
determinaron los valores de v; y vy tal cual se explica en el texto. Las reacciones se

iniciaron por el agregado de: 0,8, 0,5, 0,2 y 0,2 ug de F; para 0,025 (0), 0,05 (), 0,25
(®) y 0,5 (#) mM ATP respectivamente. En el panel (A) se muestran los valores de
velocidades iniciales y en el (B) los de velocidades finales.

En la Figura 4.4 se puede observar que a todas las [ATP] ensayadas la
dependencia de v; de reaccion con la [Na,SO3] muestra un maximo indicando

que a bajas concentraciones sulfito se comporta como activador no esencial

mientras que a altas lo hace como un inhibidor. La v, fue afectada de manera
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similar, salvo que el efecto activador observado a bajas concentraciones de
sulfito fue menos notorio.

El andlisis de los experimentos mostrados en la Figura 4.4 permitio
concluir que la inhibicion observada a altas concentraciones de sulfito fue
completa, dado que el valor de velocidad estimada extrapolando los valores
experimentales de velocidad a concentracion infinita de sulfito no fue
significativamente distinto de cero.

Las lineas de la Figura 4.4 representan el mejor ajuste de la Ecuacién
4.1 a los valores experimentales.

vo+ V—A[Na2503]
Ka

V= 1+(Kia+%i)[Na2503]+#1{i[Na2503]2 (4.1)
Donde v, es la velocidad de la reaccion en ausencia de sulfito; v, la que se
hubiera obtenido a concentracion infinita del anién en ausencia del efecto
inhibitorio producido por altas concentraciones del mismo; y K, y K; las

constantes de activacion e inhibicion respectivamente.
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Figura 4.5 Gréficas secundarias obtenidas a partir de la Figura 4.4. Dependencia
de vy (A), v4 (B), K, (C), K; (D) y v4/v, (E) con la concentracion de ATP. Los puntos
en todos los casos representan los valores estimados ajustando la Ecuacion 4.1 a los
valores experimentales de velocidades iniciales (simbolos llenos) y de velocidades
finales (simbolos vacios) indicados en la Figura 4.4. Las lineas corresponden a los
ajustes indicados en el texto y en la Tabla 4.1.
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La dependencia con la [ATP] de v, (Figura 4.5-A) y v, (Figura 4.5-B)
puede ser descripta por una hipérbola que no pasa por el origen (Tabla 4.1).

Sulfito aumentd un 170% la velocidad inicial y un 40% la velocidad final (Figura

4.5-E).

Tabla 4.1 Dependencia con la [ATP] de los parametros estimados a partir de la
Figura 4.4.

y Yo Yoo Karp
v; 14+1" 124 + 117 0,59 +0,10°
v vy 13+17 30+1" 0,17 + 0,04
v; 29+1" 158 +1” 0,13+ 0,06
o vy | 32+0,27 43,8+0,2" 0,033 + 0,004’
( i v; 0 2,05+0,05 | 0,021+ 0,003
_ Yoo = Yo
fa |72 S s v, 0 1,0£01 | 0,068+ 0,044
v; 6,5+2,3 256+1,6° 0,128 + 0,059
. vy 16,5+ 0,4 -
va v; 2,7+0,4 -
Vo vy 1,4£0,1 :

"mM; “umol min* mg.

En cambio, una hipérbola que intersecta al eje y en un punto que no

difiere significativamente de cero pudo ser ajustada a los valores de K,
estimados para ambas velocidades (Figura 4.5-C).

Los valores de K; estimados para el efecto de sulfito sobre las

velocidades iniciales dependieron con la [ATP] de acuerdo a una hipérbola que
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no pasa por el origen. El valor estimado para [ATP] — O fueigual6 £ 2 mM vy a

26 £ 2 mM para [ATP] — «. La mitad de la variacion se obtuvo con 0,128 +
0,059 mM ATP (Figura 4.5-D, circulos llenos). No se observd dependencia
significativa de los valores de K; (= 17 mM) estimados para las velocidades

finales con la [ATP] (Figura 4.5-D, circulos vacios).

4.2.5. Efecto de sulfito sobre los parametros cinéticos de la

actividad ATPasica de F;
Para completar la caracterizacién del efecto dual de sulfito sobre la

actividad ATPasica, se estimaron los parametros cinéticos a partir de
titulaciones con ATP hechas en ausencia y en presencia de concentraciones

bajas (1 mM) y altas (30 mM) del anién (Figura 4.6).

40 r
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‘o "o |
,.E ,.E 30
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£ 40 =
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s S 20 |
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2 2
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> > 10 -
O 1 1 1 1 1 O 1 1 1 1 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
[ATP] (mM) [ATP] (mM)

Figura 4.6 Efecto de sulfito sobre el comportamiento cinético de la actividad
ATPasica de F;. Los datos experimentales fueron obtenidos tal cual se detalla en
Materiales y Métodos, en ausencia (®) y en presencia de sulfito 1 (e) y 30 (¢) mM. En
todos los casos la fuerza ibnica se mantuvo constante (84 mM) por el agregado de
acetato de sodio. En el panel (A) se muestran los valores de v; y en el (B) los de vy.
Las lineas representan el mejor ajuste de la siguiente ecuacion
V = Varpo + Vinax [ATP1/(Kmnarpy + [ATP]) a los datos experimentales.
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En la Tabla 4.2 se detallan los valores de Kmatp) Y Vmax €stimados a

partir de los datos mostrados en la Figura 4.6. Sulfito 30 mM inhibe la hidrélisis

de ATP disminuyendo los valores de Kmatp) Y Vmax, mientras que sulfito 1 mM

estimula la reaccidbn aumentando (aunque de manera no estadisticamente

significativa) Vmax y disminuyendo Kyate). Efectos similares se observan para

vy excepto que en este caso no se observa un efecto significativo de sulfito

sobre los valores de Kyate). Ademas los efectos sobre v, son menos notorios

que sobre v; (Figura 4.5).

Tabla 4.2 Parametros cinéticos de la actividad ATPasica de F; obtenidos a partir

de la Figura 4.6

VELOCIDAD INICIAL

Vimax Km@aTp)
(umol min* mg™) (mM)
Control 65+6 0,37 £ 0,06
Sulfito 1 mM 94 + 6" 0,19 + 0,02 =009
Sulfito 30 mM 31 + 2(p=0.0002) 0,17 + 0,02 =000
VELOCIDAD FINAL
Vimax Km(atp)
(umol mint mg™) (mM)
Control 29+3 0,063 + 0,009
Sulfito 1 mM 41 + 2(P=0002) 0,059 + 0,008"
Sulfito 30 mM 12 + 1(=0009) 0,075 + 0,016"

"> No hay diferencia significativa con el control (p > 0,05).

88




Hidrdlisis de ATP por F; soluble

4.2.6. Efecto de mezcla de aniones

Se estudio el efecto de mezclas de aniones sobre la actividad ATPasica
de F; (Figura 4.7). Tal cual ha sido informado (Roveri O.A. y Calcaterra N.B.,
1985) bicarbonato es un activador no esencial, comportandose de acuerdo a la

siguiente Ecuacion:

(Voo— Vo) [NaHCO3]
Kq+[NaHCO3]

v =1+ (4.2)

donde v, (39 + 3 pmol min*mg™) es la velocidad de la reaccién en ausencia de
bicarbonato; v., (74 + 8 pmol minmg™) la estimada cuando [NaHCO3] — « y
K, (7 £ 3 mM) la concentracién de bicarbonato que produce la mitad de la

activacion.

o2}
o
1

v (umol min"mg™)
D
o

N
o
1

0 5 10 15 20 25 30
[NaHCO,] (mM)

Figura 4.7 Dependencia de la velocidad de hidrélisis de F; con la concentracion
de bicarbonato a distintas concentraciones fijas de sulfito. Las medidas se
llevaron a cabo segun se detalla en Materiales y Métodos en presencia de 1 mM ATP.
Las reacciones se iniciaron por el agregado de 0,5 pg de F; al medio de reaccion.
Control (e), sulfito 5 (e) y 16 (e) mM.

Cuando se estudi® el efecto de concentraciones crecientes de

bicarbonato sobre las velocidades iniciales en presencia de 5 mM sulfito
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(concentracion a la cual predomina el efecto activador del anion, ver Figura
4.4) no se observd activacion por bicarbonato sino que por el contrario se
observé una pequefia inhibicion creciente, comportamiento que pudo ser

descripto por la siguiente Ecuacion:

(Vo= Voo)
V = Voo + —Namces] (4.3)
W

Vo Y Ve SON las velocidades de reaccion en presencia de 5 mM sulfito
estimadas a [NaHCOg3] = 0 y [NaHCOg3] = =, respectivamente. De acuerdo con
el mas arriba descripto efecto activador de sulfito a bajas concentraciones, v,
(55 + 10 umol min*mg™) fue mayor que la estimada en ausencia de ambos
aniones (39 + 3 umol min"mg™). En cambio, la velocidad de reaccién estimada
cuando la [NaHCO3] tiende a infinito en presencia de 5 mM sulfito (v,) fue

menor (41 + 1 pymol min*mg™) que v, y practicamente igual a la estimada en

ausencia de ambos aniones. La mitad del efecto maximo (K;) se observd con 7
+ 2 mM bicarbonato. Un comportamiento similar fue observado en presencia de

16 mM sulfito (Figura 4.7), salvo que todos los valores de velocidad fueron
menores al estimado en ausencia de ambos aniones, en concordancia con el
efecto inhibidor descripto més arriba a altas concentraciones de sulfito (v, = 21
+ 7 umol min*mg™; v, = 12 + 1 umol min*mg™; y K; = 18 + 5 mM). Estos
resultados permiten sugerir que en el efecto activador observado a bajas
concentraciones de sulfito estaria involucrado el sitio regulatorio al que ha sido
previamente postulado se uniria bicarbonato como anion activador (Lodeyro

A.F.y otros, 2001).
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Figura 4.8 Efecto de la mezcla de sulfato y sulfito sobre la actividad ATPéasica de
F.. Se utiliz6 el procedimiento descripto por Yagi y Osawa (1960), utilizando una
relaciéon igual a 2 para la mezcla. Las medidas se llevaron a cabo segun se detalla en
Materiales y Métodos en presencia de 1 mM ATP. Las reacciones se iniciaron por el
agregado de 0,4 pg de F; al medio de reaccion. En (A) se muestran los valores de
velocidades iniciales y en (B) los valores de velocidades finales.

Respecto del efecto inhibitorio observado a altas concentraciones de
sulfito, cabe preguntarse si el mismo se produce por union de sulfito al sitio al
cual fue postulado por Lodeyro y otros (2008) se uniria sulfato como
modificador generalizado de la reaccion de hidrélisis de ATP. A los fines de
poner a prueba esta hipétesis, se utilizd el procedimiento de Yagi y Ozawa
(1960) el cual consiste en estudiar el efecto de una relacion fija de dos ligandos
(I =rx]J]). Si ambos ligandos son mutuamente excluyentes se obtiene un
grafico de Dixon lineal mientras que si no lo son se obtiene uno curvo. En la
Figura 4.8 se puede observar que sulfito a altas concentraciones inhibe la
reaccion de hidrdlisis de ATP comportdndose como ligando mutuamente
excluyente respecto de sulfato. A bajas concentraciones se observa el efecto
activador de sulfito mas arriba descripto. La extrapolacion al eje de las

ordenadas de la zona lineal del gréfico de Dixon sugiere que sulfito activa
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uniéndose a un sitio de alta afinidad aun cuando el mismo anion y sulfato se

estan uniendo al sitio de baja afinidad (Lodeyro A.F. y otros, 2008)

4.3. Consideraciones finales

El complejo comportamiento del progreso temporal de la reaccién de
hidrélisis de ATP catalizada por F; es atribuible a dos fendbmenos: i) la fase
inicial de aceleracion seria debida a la lenta unién de ATP a un sitio regulatorio
(sitio no catalitico de baja afinidad para ATP) lo que produciria un aumento de
la actividad enzimatica (Jault J-M. y Allison W.S., 1993); vy ii) la progresiva
inhibicién observada se corresponderia a un lento cambio conformacional del
complejo F1-ADP (intermediario del ciclo catalitico) dando origen a un complejo
mas estable (“ADPMg inhibited form”) fuera del ciclo catalitico (Minkov I.B. y
otros, 1979; Roveri O.A. y otros, 1980; Vasilyeva E.A. y otros, 1982). El primer
efecto seria el resultado del aumento en la velocidad de disociacion de ADP del
complejo MgADPeF; inactivo cuando el sitio no catalitico es ocupado por ATP.
La unién de sulfito a dicho sitio (sitio de alta afinidad por sulfito) produciria un
efecto similar linealizando la cinética a baja [ATP] y aumentando la v; a todas
las [ATP] (Figura 4.3). Por otra parte, la inhibicién progresiva que se manifiesta
en ausencia de sulfito a altas [ATP], en su presencia lo hace aun a bajas [ATP]
(Figura 4.2 y 4.3). Este ultimo resultado no puede ser facilmente explicado por
la unidn de sulfito al sitio no catalitico méas arriba mencionado. En consecuencia
es razonable postular como hipotesis que la union del anién a otro sitio
(posiblemente un sitio catalitico) aumentaria la velocidad de formacion del
complejo inactivo MgGADPeF ;.

Moyle y Mitchell (1975) informaron que sulfito 4 mM es un activador de la

ATPasa de mitocondrias de higado de rata y de corazon de bovinos,
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disminuyendo el K, para ATP. Sulfito a concentraciones en el rango de mM
produjo un efecto similar sobre la actividad de la ATPasa soluble de levaduras
(Recktenwald D. y Hess B., 1977). Los resultados a bajas concentraciones de
sulfito coinciden con lo informado por estos autores. Sin embargo a
concentraciones mayores a las ensayadas por estos autores se puede
observar que sulfito se comporta como un inhibidor lineal.

En resumen, los resultados presentados en este Capitulo permiten
concluir que sulfito es capaz de interactuar con dos sitios en la ATPasa de
mitocondrias de corazon de bovino. Muy probablemente el de mayor afinidad
seria un sitio no catalitico (comportdndose como activador) y el de menor

afinidad uno catalitico (comportdndose como inhibidor).
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5. Efecto de sulfito sobre la hidrélisis de ATP catalizada

por particulas submitocondriales

5.1. Introduccioén

En este Capitulo se describen los resultados obtenidos al estudiar el
efecto de sulfito sobre la reaccion de hidrolisis de ATP en particulas
submitocondriales de corazon de bovino (SMP) como una etapa previa al
estudio del efecto de este anion sobre la reaccion inversa (sintesis de ATP)

catalizada por las mismas.

5.2. Resultados y discusion
5.2.1. Andlisis de las cinéticas de hidrélisis de ATP

De manera similar a lo observado con F; (Capitulo 4) la hidrélisis de
ATP catalizada por SMP muestra un comportamiento bifasico con el tiempo de
reaccion aun en presencia del sistema PK + LDH acoplado. Como se puede
ver en la Figura 5.1 la reaccion muestra una aceleracién inicial hasta alcanzar
el estado estacionario, comportamiento que se observa también en presencia

de bicarbonato o de sulfito.
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Abs

1 min

tiempo

Figura 5.1 Progreso temporal de la hidrolisis de ATP por SMP. Las reacciones se
iniciaron con el agregado de 0,1 mg de SMP al medio de ensayo preparado tal cual se
indica en Materiales y Métodos en presencia de 0,6 mM ATP y de las siguientes sales:
bicarbonato de sodio 18,5 mM (linea morada), acetato de sodio 28 mM (linea verde) y
sulfito de sodio 10 mM (linea celeste).

5.2.2. Eleccion de una sal monobéasica para mantener la fuerza
ibnica constante

La fuerza iénica es un factor que es recomendable mantener constante
cuando se realizan estudios cinéticos del efecto de sales sobre la actividad de
enzimas. En particular, es sabido que las particulas Mg-ATP contienen
importantes cantidades del inhibidor peptidico de F; (IF;) el cual se disocia
entre otras causas por el aumento de la fuerza iénica (Bruni A. y otros, 1977).
En estudios previos realizados en el laboratorio, se utilizé acetato de sodio para
mantener la fuerza ionica constante (Lodeyro A.F., 2002). Con el objeto de
confirmar que: i) la fuerza idnica afecta la actividad ATPasica de SMP; vy ii)
acetato es una buena eleccion para complementar los medios de reaccion a fin
de mantener constante la fuerza ionica, se determiné el efecto de acetato de
sodio y cloruro de sodio, sales para cuyos aniones no se ha informado ningun

efecto especifico sobre la ATPasa mitocondrial (Ebel R.E. y Lardy H.A., 1975).
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En la Figura 5.2 se observa que tanto en ausencia como en presencia de
ambas sales, la actividad ATPasica pudo ser ajustada con una hipérbola que
no pasa por el origen. Los valores de Vmax Y K estimados para ambas sales no
mostraron diferencias significativas (ver Tabla 5.1). En cambio cuando se
comparan los valores de Vyax Y Km estimados en presencia de cualquiera de
los aniones con los estimados en ausencia de los mismos se puede observar
un aumento significativo de Vmax, consistente con la disociacion de IF; a alta
fuerza idnica. Por tanto se decidié utilizar acetato de sodio para mantener
constante la fuerza ibnica en los experimentos que se describen a

continuacion.

v (umol min“'mg™)

0,0 - - - -
02 04 06 08

[ATP] (mM)

Figura 5.2 Dependencia de la velocidad de reacciéon con la [ATP] en presencia y
en ausencia de sales monobésicas. Los valores de velocidades corresponden al
estado estacionario de las cinéticas. Las reacciones fueron iniciadas con 0,1 mg de
SMP. Los valores experimentales fueron obtenidos tal cual se detalla en Materiales y
Métodos y ajustaron a hipérbolas. Los medios contenian acetato de sodio 28 mM (e),
cloruro de sodio 28 mM (e), control (e).
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Tabla 5.1 Efecto de sales sobre los pardmetros cinéticos de la actividad
ATPasica de SMP

ADICION (umol \r;T:lixl mg™) (r?&)

Ninguna 0,192 + 0,007 0,082 £ 0,013
Acetato de sodio 28 mM 0,298 + 0,009*" 0,083 + 0,010**
Cloruro de sodio 28 mM 0,280 + 0,012*" 0,110 + 0,021*"

*No hay diferencias significativas entre acetato y cloruro. *Diferencia significativa entre
acetato o cloruro y control (p< 0,0001). * No hay diferencias significativas entre acetato
o cloruro y control.

5.2.3. Efecto de bicarbonato y sulfito sobre la velocidad de hidrdélisis
de ATP

En la Figura 5.3 se muestran los resultados obtenidos al realizar
determinaciones cinéticas utilizando medios de reaccidn con idéntica fuerza

iGnica y concentraciones constantes de los distintos aniones en estudio.

v (umol min*mg™)

0,2 0,4 0,6 0,8
[ATP] (mM)
Figura 5.3 Efecto de aniones sobre la actividad ATPasica de SMP. Las
determinaciones se realizaron segun se detalla en Materiales y Métodos iniciando la
reaccion con 0,1 mg de SMP. Las lineas representan el mejor ajuste de la siguiente
ecuacion v = vrp_g + Viusy [ATP1/(Kmearsy + [ATP]) a los datos experimentalmente

determinados en presencia de acetato de sodio 28 mM (e), sulfito de sodio 10 mM (#),
bicarbonato de sodio 18,5 mM (e).
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Se puede observar que bicarbonato activa mientras que sulfito inhibe la
hidrolisis de ATP. Bicarbonato aumenta la Vs y disminuye Ky, si bien no hace
esto Ultimo de manera estadisticamente significativa (Tabla 5.2). En cambio,
sulfito aumenta de manera significativa la afinidad aparente de la ATPasa por el
sustrato al disminuir aproximadamente un 30 % el valor de K, estimado en su
presencia. Sin embargo, también disminuye Vs respecto del control, lo que en

suma resulta en una accioén inhibitoria de sulfito sobre la actividad ATPasica.

Tabla 5.2 Parametros cinéticos obtenidos a partir de los datos graficados en la
Figura 5.3

ANION (umol et mg?) (r'ﬁkh)
Acetato 28 mM 0,327 + 0,008 0,093 + 0,009
Sulfito 10 mM 0,183 + 0,006 0,063 + 0,006+
Bicarbonato 18,5 mM 0,457 + 0,006" 0,071 + 0,004™

Diferencias significativas respecto del control: *(p< 0,0001); **(p< 0,03); *(p< 0,0001).
"* No hay diferencias significativas respecto del control (p>0,05).

Con el objeto de analizar el efecto de sulfito sobre la hidrolisis de ATP
catalizada por SMP, se determiné la velocidad de hidrélisis de 1 mM ATP a
concentraciones crecientes del anion (Figura 5.4). Este ensayo se realiz6
también con el anién bicarbonato, el cual en estudios previos ha sido
demostrado que se comporta como activador de la reaccion de hidrolisis de
ATP (Roveri O. A. y Calcaterra N. B, 1985).

Las siguientes ecuaciones se ajustaron a los puntos experimentalmente

obtenidos:

(Voo— Vo) [NaHCO3]
Kg+[NaHCOs]

vV=vy+ (5.1)
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(Vo—voo) (52)

v = voo + [Nll2503]
P

v, €s la velocidad en ausencia de aniones; v, la estimada a concentracion
infinita de cada anion; K, (9,2 + 0,7 mM) la constante de activacion por
bicarbonato; y K; (14,5 = 0,6 mM) la constante de inhibiciébn por sulfito.
Bicarbonato estimula aproximadamente un 30% ( v, = 0,342 + 0,001 y v, =
0,457 + 0,003 pmol min™* mg™). En cambio sulfito inhibe totalmente (v, no es

significativamente distinto de cero).

[NaHCO,] (mM)

0 10 20 30 40
0,5
04
(@]
£
£ 03¢
=
S
g 02¢f
=
>
0,1r
0 5 10 15 20

[Na,SO,] (mM)

Figura 5.4 Dependencia de la velocidad de hidrolisis de ATP con la
concentracién de bicarbonato y sulfito utilizando fuerza i6nica constante. Las
medidas se llevaron a cabo segun se detalla en Materiales y Métodos en presencia de
1 mM ATP. Bicarbonato de sodio (e), sulfito de sodio (e).

5.2.4. Andlisis cinético del efecto de sulfito sobre la actividad

ATPasica
Para profundizar en el conocimiento del mecanismo de accion de sulfito

sobre la hidrélisis de ATP, se realizé un estudio cinético detallado utilizando un

rango de concentraciones de sulfito de sodio desde 0,005 mM hasta 30 mM a
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distintas concentraciones fijas de ATP. De manera cualitativamente similar a lo
observado con F;, sulfito aumenta la actividad ATPasica de SMP a bajas

concentraciones y la inhibe a altas concentraciones (Figura 5.5).

v (umol min"mg™)

[Na,SO,] (mM)

Figura 5.5 Dependencia de la actividad ATPéasica de SMP con la concentracion
de sulfito a distintas [ATP]. El medio de reaccion (1 mL) fue preparado tal cual se
detalla en Materiales y Métodos manteniendo la fuerza idnica constante con acetato de
sodio. Se inici6 la reaccion por el agregado de 0,2 mg de proteina para 0,025 (e) y
0,050 (0) mM ATP y de 0,1 mg de SMP para 0,1 ( ), 0,25 (#), 0,5 (e) y 1 (¢) mM ATP.
Las lineas muestran la regresion no lineal utilizando la Ecuacién 4.1.

La activacion fue menos notoria que la observada con F; y ocurrié a
menores concentraciones de sulfito (< 0,15 mM). Este comportamiento dual de
sulfito sugiere que el anién se une al menos a dos sitios diferentes en la
ATPasa mitocondrial: uno de mayor afinidad a través del cual ejerceria su

accion activadora y otro de menor afinidad en donde se uniria para actuar

como inhibidor.
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La Ecuacion 4.1 (v = (vo + 24 [Na2503])/(1 + (Ki + Ki) [Nay,SO5] + %)) fue

ajustada a los datos experimentales para determinar la dependencia de los

valores de vy, v, y K; con la [ATP] (Figura 5.6)

v, (umol min*mg™)

0,0

A

0,2 04 06

[ATP] (mM)

0,8

1,0

20

151

K, (mM)

10

C

0,2 04 06

[ATP] (mM)

0,8

1,0

v, (umol min'mg™)

02 04 06 08 10

[ATP] (mM)

1,2

VIV,

10 ¢

05 r D

02 04 06 08 10

[ATP] (mM)

Figura 5.6 Gréaficas secundarias obtenidas a partir de la Figura 5.5. Dependencia
de vy (A), v4 (B), K; (C) y v4/vy (D) con la [ATP]. Los puntos en todos los casos
representan los valores estimados ajustando la Ecuacién 4.1 a los valores
experimentales de velocidades indicados en la Figura 5.5. Las lineas corresponden a
los ajustes indicados en el texto y en la Tabla 5.3.

Tanto v, como v, dependieron de manera hiperbdlica (con ordenada

distinta de cero) con la [ATP] (Figura 5.6-A y -B). En ambos casos se pudo

estimar un valor de K, cercano a 0,1 mM (ver Tabla 5.3).
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Tabla 5.3 Dependencia con la [ATP] de los pardmetros estimados a partir de la
Figura 5.5.

Yo Yo Karp
vy 0,016 + 0,004** 0,344 + 0,003** 0,123 + 0,005*
. (Yoo — ¥0)[ATP]
Y Yo e ¥ [ATP]
Vy 0,021 + 0,008** 0,351 + 0,007** 0,100 + 0,007*
K; 18 + 1* 10,9 + 0,3* 0,072 + 0,028*
—— Vo — Yoo ) Karp
vy Kurp + [ATP]
v— 1,24 + 0,09 1,04 £ 0,04
0

*mM; **umol min™ mg™.

La relacion entre v, y v, disminuy6 con la [ATP] (Figura 5.6-D y Tabla
5.3). Para [ATP] tendiendo a cero, sulfito estimulé aproximadamente un 20%,
mientras que a [ATP] tendiendo a infinito el estimulo fue practicamente nulo. No
fue posible hacer razonables estimaciones del valor de K,. En cambio fue
posible estimar el valor de K; el cual variéo de 18 mM cuando la [ATP] — 0 a 11

mM para [ATP] — « (Figura 5.6-C y Tabla 5.3).

5.2.5. Efecto de sulfito sobre los parametros cinéticos de la
actividad ATPé&sica de SMP

Los datos mostrados en la Figura 5.5, fueron graficados en funcion de la
[ATP] a concentraciones fijas de sulfito de sodio. A todas las [Na,SO3] se pudo
observar una dependencia hiperbdlica de la velocidad de reaccion con la [ATP]

(Figura 5.7).

102




Hidrdlisis de ATP por SMP

v (umol min“mg™)
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Figura 5.7 Estimacion de K, y Vma @ distintas concentraciones de sulfito. Los
puntos corresponden a medidas de velocidad realizadas tal cual se indica en
Materiales y Métodos, en presencia de 0 (), 0,15 (#), 2 (¢), 4 (e), 10 (o) y 20 (¢) mM
sulfito de sodio. Las lineas se corresponden al mejor ajuste de una hipérbola
rectangular a los datos experimentalmente determinados. En todos los casos, se
mantuvo constante la fuerza iénica por el agregado de acetato de sodio.

En la Figura 5.8 se grafican los valores de Vs Y Km estimados a las
distintas concentraciones de sulfito en funcion de la concentracion del anion. A
bajas concentraciones de sulfito (inserto Figura 5.8-A) se puede observar un
pequefio pero consistente aumento de Vna, €l que es seguido por un
decaimiento hiperbdlico simple (Figura 5.8-A). La siguiente ecuacién fue

ajustada a los datos obtenidos experimentalmente:

o Vins
Vipaxt ?;x[Nazsog]
Vméx = 1 1
14(

Ka K;

: (5.3)
)[Na2 S03] +m[Na2503]2

Donde 1/

'mare €S €l valor de V4, estimado en ausencia de sulfito (0,348 + 0,010
pumol min*mg™) y VA.. el que hubiera correspondido a [Na,SO3z] = « (0,379 +
0,028 pmol min*mg™) en ausencia de inhibicién (K; = «); K, la constante de
activacion y K; la de inhibicion. La activacibn observada a bajas
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concentraciones del anion fue muy pequefia (9%, ver inserto de la Figura 5.8-
A) por lo cual no fue posible hacer una buena estimacion del valor de K, el
cual estaria en el orden de 10° M. En cambio fue posible obtener una buena
estimacion del K; (12 + 1 mM), valor que corresponderia a la constante de

disociacion de sulfito del sitio inhibitorio a [ATP] = «.

T
0,37 A

L ? 036 <010

0’4 SE gujs 0,10 EE
o —i ¥ 008
=2 ~o10 002
€03 0,00 = 0,00
Ll ! ' 005 010 015 > ' 005 010 015

s £ [Na,SO,] (mM) e 0,08 [Na,SO,] (mM)
>° E N

S 0,2 X
1S
3 0,06

oLy ] -

o,ozT
0,0 L L L L L L L L L L L L
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
[Na,SO,] (mM) [Na,SO,] (mM)
5 54 1
dEs
4 g T T
t e

Vméx/Km
(mL min™mg™)
w

5 10 15 20 25 30

[Na,SO,] (mM)
Figura 5.8 Dependencia de los parametros cinéticos de la actividad ATPasica de
SMP con la concentracion de sulfito de sodio. Los puntos representan los valores
de Vimax (A), K (B) ¥ VimadKm (C) estimados a partir de los datos mostrados en la

Figura 5.7. En los insertos se muestran los valores de dichos pardmetros estimados a
bajas [Na,SOs].

Por otra parte el Ky, disminuyd con la [Na;SOj3] (Figura 5.8-B). Esta
disminucién no pudo ser descripta por un decaimiento hiperbdlico simple. Un
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buen ajuste se pudo obtener utilizando una relacién entre polinomios de grado
dos, tal cual seria de esperar si sulfito se uniera a dos sitios dando origen a tres
especies de enzima con distinto valor de K;. Dicho comportamiento es

descripto por la siguiente Ecuacion:

K3+ ﬁ+ﬁ [Na,So ]+ﬁ[Na S03]?
m K}l Ké 2 3 K}ini 2 3

K =

(5.4)

1.1 1
1+<—1+—2>[Na2503]+ﬁ[Na2503]2
Kg Kg KgKg

K2 (0,118 + 0,003 mM), K} (0,091 + 0,003 mM) y K2 (0,050 + 0,006 mM) son
los valores de K, estimados en ausencia de sulfito, cuando sulfito ocupa un
sitio de alta afinidad y cuando sulfito ocupa ademas un sitio de baja afinidad,
respectivamente; K (0,02 + 0,01 mM) y K3 (6 £ 3 mM) son las constantes de
disociacion de sulfito de los sitios de alta y de baja afinidad respectivamente.
En la Figura 5.8-B se puede ver que la Ecuacién 5.4 ajusta razonablemente a
los valores de K, estimados a partir de los datos mostrados en la Figura 5.7, lo
cual confirma la presencia de dos sitios de union para el anién. Por otra parte
sulfito como inhibidor produce la variacion de K., entre dos valores finitos (K}, y

K2) y disminuye a 0 el valor de Viax.

Por dltimo, la relacion Vpad/Kn (Figura 5.8-C) depende con la

concentracion de sulfito segun la siguiente Ecuacion:

0 !
V. . V. -
—Imdx 4 MAX L[N g, SO,
VIT(néx _ K K Ky (55)
m 1+<i1+i2>[Na2503]+%[Na2503]2
Ka Kg KaKa
Vo, 1 1 v!.
% es la relaciéon en ausencia de sulfito (2,9 = 0,1 mL min™ mg™); % la
m m

relacion en ausencia de inhibicién (Kj = o0) y a concentracioén infinita de sulfito
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(4,2 + 0,3 mL min? mg™); K} la constante de disociacion del sitio de unién de
sulfito como activador (0,05 + 0,02 mM); y K2 la del sitio inhibidor (22 + 3 mM).
En conclusion, el efecto de sulfito sobre la actividad ATPasica de SMP
se manifiesta tal como lo haria un inhibidor mixto lineal a concentraciones
mayores a 0,15 mM ATP y como lo haria un activador no esencial a
concentraciones menores. Estos resultados apoyan la hipétesis de que sulfito
se une al menos a dos sitios diferentes. La union al sitio de alta afinidad (K} =
10 M) activaria la hidrélisis de ATP incrementado Vs y disminuyendo Kp,
mientras que la union al sitio de baja afinidad (Kz2 = 10 M) inhibirfa la hidrélisis

de ATP disminuyendo tanto Vs como Kp,.

5.2.6. Determinacion del sitio de unién de sulfito en la ATPasa
mitocondrial

Para evaluar si bicarbonato y sulfito compiten por el mismo sitio de unién
se determino la actividad ATPasica utilizando medios conteniendo mezclas de
ambos aniones. En primera instancia, se realizo el experimento detallado en la
Figura 5.9, donde se observa que el efecto activador de bicarbonato es
suprimido en presencia de 2,5 mM sulfito (concentracion a la cual sulfito habria
saturado el sitio de alta afinidad y estaria ocupando parcialmente el sitio de
baja afinidad). Este resultado puede ser explicado postulando que ambos

aniones compiten por un mismo sitio en la ATPasa.
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Figura 5.9 Dependencia de la velocidad de hidrélisis de ATP con la
concentracién de bicarbonato de sodio en presencia y en ausencia de sulfito de
sodio. Las medidas se llevaron a cabo segun se detalla en Materiales y Métodos

utilizando un medio de reaccion que contenia 1 mM ATP. 0 () y 2,5 () mM sulfito de
sodio.

De manera similar a lo descripto en el Capitulo 4, se utilizd el
procedimiento de Yagi y Ozawa para evaluar si sulfito compite con sulfato por
su sitio de unién, obteniéndose un grafico de Dixon lineal lo cual permite
concluir que los ligandos en estudio son mutuamente excluyentes (Figura
5.10). En conclusion, sulfito a altas concentraciones compite con sulfato por su

sitio de unién en el complejo de la ATPasa mitocondrial.
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Figura 5.10 Efecto de la mezcla de aniones sobre la actividad ATPasica de SMP.
Se utilizé el método de Yagi y Ozawa con un r = 2 para la mezcla sulfato/sulfito. Las
medidas se llevaron a cabo segun se detalla en Materiales y Métodos en presencia de
una concentracién de 1 mM ATP.

5.3. Consideraciones generales

La actividad ATPasica de SMP es afectada de manera dual por sulfito de
manera similar a lo informado en el Capitulo 4 sobre la actividad de la ATPasa
soluble. Cappellini y otros (1997) informaron que sulfito estimulaba la actividad
ATPasica de cromatéforos de R. capsulatus aumentado 12 — 15 veces la Vimax
sin afectar el K,. También ha sido informado por Bakels y otros (1994) que
sulfito, a concentraciones entre 0,5y 2,2 mM, aumenta la Vs de vesiculas de
cianobacterias, de P. denitrificans, cromatéforos de R. rubrum y SMP de
corazon de bovino, no habiendo realizado experimentos a mayores
concentraciones del anion. Por tanto, el hecho de que dichos autores no
informaran el efecto inhibidor de sulfito a altas concentraciones debe ser
atribuido a diferencias entre las preparaciones utilizadas y en el rango de

concentraciones de sulfito ensayadas.
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6. Efecto de sulfito sobre la sintesis de ATP

6.1. Introduccioén

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que bicarbonato
es un inhibidor de la sintesis de ATP en SMP de corazon bovino. Los
resultados mostraron una inhibicién lineal no competitiva con respecto a fosfato
(Lodeyro A.F. y otros, 2001). Por otra parte, también ha sido mostrado que
sulfato se comporta como un inhibidor lineal de la sintesis de ATP compitiendo
con fosfato por la unién a un sitio catalitico (Lodeyro A.F. y otros, 2008).

En este Capitulo se presentan los resultados obtenidos al hacer un
analisis del efecto del anion sulfito sobre la ATP sintasa de SMP de corazén

bovino.

6.2. Resultados y discusion
6.2.1. Efecto de sulfito sobre el transporte de electrones

El objetivo de esta Tesis es estudiar el mecanismo de accion de sulfito
sobre el complejo de la ATPasa mitocondrial. Para determinar como inciden
sobre la sintesis de ATP los efectos descriptos en los capitulos anteriores, es
necesario descartar todo efecto sobre el transporte de electrones y el
acoplamiento entre el mismo y el complejo de la ATPasa. Por ello se estudio en
primer lugar el efecto de sulfito sobre el transporte de electrones empleando
succinato o NADH como sustratos oxidables.

Los resultados presentados en la Figura 6.1-A muestran que sulfito de
sodio 40 mM inhibe un 47% el transporte de electrones de succinato a oxigeno,
resultado concordante con las observaciones de Bakels y otros (1994), motivo

por el cual no es posible utilizar succinato como sustrato oxidable para estudiar
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el efecto de sulfito sobre la ATP sintasa. En cambio el consumo de oxigeno no
es afectado por sulfito cuando se utiliza NADH como sustrato oxidable (Figura
6.1-B). Por tanto, para el estudio del efecto de sulfito sobre la sintesis de ATP,

se decidi6 utilizar la oxidaciéon de NADH como fuerza impulsora.

250 | Al
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o
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2500 r

v (nat O, min™ mg™)
o

2000 r

15006 @ * g

1000

500 r

0 10 20 30 40
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Figura 6.1 Efecto de sulfito sobre el transporte de electrones. El consumo de
oxigeno se midi6 tal cual se detalla en Materiales y Métodos en presencia de
concentraciones variables de sulfito. A) succinato 10 mM. B) NADH 1 mM. Las
reacciones se iniciaron por el agregado de 0,50 y 0,34 mg de SMP al medio de
reaccion para (A) y (B) respectivamente.

Para descartar que sulfito afecte el grado de acoplamiento entre la

cadena respiratoria y la ATP sintasa, se estudid el efecto del anidon sobre la
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disociacion del inhibidor (IF;). IF; es el inhibidor natural de F;F, y es capaz de
unirse reversiblemente a la subunidad F; del complejo. La incubacién de las
SMP con un sustrato oxidable produce un aumento del potencial de membrana,
el cual induce la disociacién del inhibidor con el consiguiente aumento de la
actividad ATPasica (Gaballo A. y otros, 2002). Esta activacién es dependiente
del estado acoplado de las SMP durante la incubacion con el sustrato oxidable.
Es decir, si sulfito tuviera un efecto desacoplante debiera inhibir el aumento de
la actividad ATPasica. Por tanto se decidié determinar si la activacion de la
ATPasa de las SMP era sensible a sulfito. Para ello se incubaron SMP con
succinato durante 20 minutos en ausencia y en presencia del anion. La
actividad ATPésica fue determinada luego de la pre-incubacién y comparada

con la obtenida con las SMP no pre-incubadas.

Tabla 6.1 Andlisis del efecto de sulfito de sodio sobre la activacion de la ATPasa
de SMP. SMP (0,05 mg) fueron pre-incubadas durante 20 min con succinato tal cual
se detalla en Materiales y Métodos, al cabo de los cuales se determin6 la velocidad de
hidrélisis de ATP (activada). La reaccion fue iniciada por el agregado de 4 mM ATP y
de 1 uM FCCP (concentraciones finales). La actividad basal se determind iniciando la
reaccion por el agregado de SMP al medio conteniendo ATP y FCCP.

Velocidad
(umol min*mg™)
[N(?sz/l())S] basal activada
0 0,21 2,38
0,5 0,33 2,81
10 0,17 1,60
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En la Tabla 6.1 se puede ver que la actividad ATPé&sica determinada con
SMP no pre-incubadas (basal) fue estimulada por 0,5 e inhibida por 10 mM
sulfito, en concordancia con lo descripto en el Capitulo 5. La incubacién de las
SMP con succinato en condiciones aerdbicas y acopladas aumenta mas de 10
veces la actividad ATPasica (activada). Dicho aumento de actividad se observa
también cuando la pre-incubacion se hace en presencia de sulfito (Tabla 6.1).

Este resultado permite descartar que sulfito actie como desacoplante.

6.2.2. Analisis cinético de la sintesis de ATP en presencia de sulfito

En primer lugar se determind la linealidad de la reaccion con la [SMP]. La
velocidad de sintesis de ATP fue proporcional a la concentracion de SMP hasta
0,05 mg/mL para las siguientes combinaciones de sustratos: 3,5 mM Pi + 1 mM
ADP; 0,1 mM Pi + 1 mM ADP; y 3,5 mM Pi + 0,05 mM ADP.

Se realizaron experimentos utilizando un rango de concentraciones del
anion (0,25 a 20 mM) en presencia de distintas concentraciones de los
sustratos fosfato y ADP. En la Figura 6.2 se detallan las determinaciones
efectuadas en presencia de ADP variable y fosfato 3,5 mM, mientras que en la

Figura 6.6 aquellas realizadas con ADP 1 mM y fosfato variable.
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Figura 6.2 Dependencia de la velocidad de sintesis de ATP con la concentracidn
de sulfito en presencia de fosfato 3,5 mM y diferentes [ADP]. Las medidas se
llevaron a cabo segun se detalla en Materiales y Métodos iniciando las reacciones por
el agregado de 0,05 mg de SMP al medio de reaccion. Las concentraciones de ADP

empleadas fueron: 0,1 (e), 0,25 (e), 0,5 (¢) y 1 (e¢) mM. Las lineas representan el
mejor ajuste de la Ecuacién 4.1 a los datos experimentales.

Cuando el sustrato constante es Pi (3,5 mM) sulfito se comporta como
un activador no esencial a concentraciones bajas, mientras que a
concentraciones mayores a 2 mM el anién actia como un inhibidor total de la
sintesis de ATP. Los valores de los parametros cinéticos, estimados ajustando

-, 2
la Ecuacién 4.1 (v = (vo +2 [Na2503])/(1 + (Kia + Ki) [Na,S0,] + %

) a los datos
experimentales, son graficados en la Figura 6.3. La velocidad de reaccion en
ausencia de sulfito (v,) aumentdé de manera hiperbdlica (de 0,07 + 0,01 a 0,41
+ 0,02 pumol min*mg™) con la [ADP] (Figura 6.3-A). La mitad de dicho aumento

se produjo con 0,5 + 0,1 mM ADP. La velocidad estimada a concentraciéon

infinita de sulfito en ausencia de efecto inhibitorio (v4) se comporté de manera
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similar por lo cual la relacion entre ésta y la velocidad en ausencia de sulfito

(v4/v0) N0 Mostré una dependencia definida con la [ADP] (Figura 6.3-B).
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Figura 6.3 Gréaficas secundarias obtenidas a partir de la Figura 6.2. Dependencia
de: vy (A), v4/vo B)Y K; (0)y K, (®) (C) con la concentracion de ADP.

Los valores de K; estimados no dependieron de manera significativa con
la concentracion de ADP (Figura 6.3-C). El promedio de los mismos fue igual a
13 + 1 mM. Por ultimo los errores en la estimacion de K, fueron del orden del
30 — 35%. Su variacion con la concentracion de ADP no permitié determinar
una tendencia definida (Figura 6.3-C). Los mismos oscilaron alrededor de 1,25

mM con un desvio estandar igual a 0,2 mM
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Para caracterizar el tipo de inhibicion, se grafico la velocidad de sintesis
de ATP en funcién de la [ADP] y a fosfato fijo 3,5 mM para cada una de las

concentraciones de sulfito empleadas (Figura 6.4).
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Figura 6.4 Dependencia de la velocidad de sintesis de ATP con la [ADP] en
presencia de fosfato 3,5 mM. Las medidas se llevaron a cabo segun se detalla en
Materiales y Métodos iniciando las reacciones por el agregado de 0,05 mg de SMP al
medio de reaccion. Las concentraciones de sulfito mostradas corresponden a: 0 (e),

0,5 (o), 15 () y 20 () mM. Las lineas representan el mejor ajuste de una hipérbola
rectangular a los datos experimentales.

Esto permitio estimar los valores de Vmax ¥ Kmappy @ las distintas

[Na>SO3], los que se muestran en la Figura 6.5.
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Figura 6.5 Dependencia de Vs Y Knaory cOn la [Na,SO;] en presencia de 3,5 mM
fosfato. A) Los simbolos representan los valores de Vs estimados a partir de
hipérbolas similares a las mostradas en la Figura 6.4 y la linea el mejor ajuste de la
Ecuacion 6.1 a los mismos. B) Los simbolos representan los valores de Kpnpp)
estimados a partir de hipérbolas similares a las mostradas en la Figura 6.4 y la linea el
mejor ajuste de la Ecuacién 6.2 a dichos valores.

En la Figura 6.5-A se puede observar que, a bajas concentraciones,
sulfito aumenta Vmax. EI maximo de Vs se obtiene entre 1 y 2 mM sulfito. A
concentraciones mayores, sulfito disminuye Vna. Este comportamiento es

descripto por la Ecuacién 6.1:
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A

vAa,
0
Vinaxt ;{n:x [Na,505]

Vméx - 1 1
1+(K_a+K_i) [Na,S03]+

(6.1)

[Naz50312
KqgK;

Este analisis confirma que sulfito se comporta a concentraciones bajas
como un activador no esencial mientras que a concentraciones mayores a 2
mM lo hace como un inhibidor lineal de la reaccion de sintesis de ATP. La Vimax
(v2,.) estimada a [Na,SO3] = 0 fue igual a 0,341 + 0,006 pmol minmg™. El
efecto como activador no esencial responde a un valor de K,= 1,7 + 0,8 mM
sulfito. La Vmax (Via,) estimada en ausencia de efecto inhibitorio y a
concentracién infinita de sulfito fue igual a 0,57 + 0,07 umol min'mg™. La
inhibicion es total con un K; = 10 £ 2 mM sulfito.

Los valores de Kyappy mostraron una leve tendencia a disminuir con
concentraciones crecientes de sulfito, la cual puede ser descripta por la

siguiente ecuacion:

(Kinanp)~Kmcanr))
[e's) (ADP) (ADP)
Kin(app) = Kmcappy + = 1+[Na25nol3] (6.2)

Co,s

Donde Kr?l(ADP) (0,20 £ 0,07 mM) es el valor de K,,(appy €N ausencia de
sulfito; Ky appy (0,12 + 0,03 mM) el estimado a concentracion infinita del anion
y Cos la concentracion de sulfito que produce la mitad del efecto maximo. La
pequefia variacion de K,app) Y lOs altos desvios standard obtenidos con el
ajuste, no han permitido obtener una buena estimacion de C, s, el cual estaria
entre 1y 10 mM.

En resumen el efecto de sulfito como activador no esencial y como

inhibidor se circunscribe fundamentalmente a variaciones en la Vmax

acompafiado por una leve disminucion del Kmapp). EStos resultados permiten
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caracterizar a sulfito como un inhibidor lineal mixto respecto de ADP para la

sintesis de ATP.

v (umol min™ mg™)

0 5 10 15 20
[Na,SO,] (mM)

Figura 6.6 Dependencia de la velocidad de sintesis de ATP con la concentracion
de sulfito en presencia de 1 mM ADP y diferentes [Pi]. Las medidas se llevaron a
cabo segun se detalla en Materiales y Métodos iniciando las reacciones por el
agregado de 0,05 mg de SMP al medio de reacciéon. Las concentraciones de fosfato
empleadas fueron: 0,5 (), 1 (e), 2 () y 3,5 (¢) mM. Las lineas representan el mejor
ajuste de la Ecuacion 4.1 a los datos experimentales.

Cuando se estudi6 el efecto de sulfito sobre la velocidad de sintesis de
ATP en presencia de 1 mM ADP vy distintas [Pi] se observd que el efecto
activador a bajas concentraciones se hace menos aparente a medida que
disminuye la concentracion de Pi (Figura 6.6). En cambio, a todas las
concentraciones de Pi sulfito se comporta como un inhibidor total de la sintesis
de ATP. Los valores de los parametros cinéticos estimados a partir de los

ajustes mostrados en la Figura 6.6 se encuentran detallados en la Tabla 6.2.
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Tabla 6.2 Pardmetros cinéticos estimados a partir del ajuste de la Ecuacion 4.1 a
los datos experimentales mostrados en la Figura 6.6.

Parametros cinéticos
[Pi] vy vy K, K;
(mM) (umol min* mg™) (umol min* mg™) (mM) (mM)
0,5 0,198 + 0,003 0,24 £ 0,03 12+1,2 71
1 0,255 + 0,005 0,33 +£0,06 15+1,7 82
2 0,271 + 0,008 0,44 = 0,06 1,2+0,6 10+2
3,5 0,291 + 0,004 0,49 £ 0,04 1,4+£0,4 111

Vo, V4 Y K; aumentaron de manera hiperbélica con la concentracion de
Pi, mientras que K, no varié de manera significativa con la misma.

Para estimar la influencia de sulfito sobre los valores de Vimax Y Knpi) Se
graficaron en funciéon de la concentracion de Pi los valores de velocidad de

sintesis de ATP determinados a 1 mM ADP (Figura 6.7).
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Figura 6.7 Dependencia de la velocidad de sintesis de ATP con la [Pi] en
presencia de ADP 1 mM. Las medidas se llevaron a cabo segun se detalla en
Materiales y Métodos iniciando las reacciones por el agregado de 0,05 mg de SMP al
medio de reaccion. Las concentraciones de sulfito mostradas corresponden a: 0 (), 1
(@), 10 (o) y 20 () mM. Las lineas representan el mejor ajuste de una hipérbola
rectangular a los datos experimentales.

Los pardametros asi estimados fueron graficados en funcién de la
concentracion de sulfito, tal cual se muestra en la Figura 6.8. La dependencia
de Vmax puede ser descripta por la Ecuacién 6.1, cuyo ajuste a los datos
mostrados en la Figura 6.8-A indica que la Vs estimada a [Na;SOz] = 0 (V2,,)
fue igual a 0,318 + 0,006 pmol min”mg™; el efecto como activador no esencial
responde a un valor de K,= 3,6 = 1,9 mM sulfito y una V5, = 0,81 + 0,24 pmol

min™*mg™. El efecto inhibitorio es total con un K; = 10,4 + 3,8 mM sulfito.
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Figura 6.8 Dependencia de Vs, Kneiy ¥ Vmax/Kmei) con la [Na,SO;] en presencia
de ADP 1 mM. A) Los simbolos representan los valores de Vs estimados a partir de
hipérbolas similares a las mostradas en la Figura 6.7 y la linea el mejor ajuste de la
Ecuacién 6.1 a los valores experimentales. B) Los simbolos representan los valores
de K i estimados a partir de hipérbolas similares a las mostradas en la Figura 6.7.
La linea representa el mejor ajuste de la Ecuacion 6.3 a los valores experimentales.
C) Los simbolos representan los valores de Vs /Kney Y la linea el mejor ajuste de la
Ecuacion 6.4 a los valores experimentales.

Por otra parte el Kypy depende de la [Na,SOs] de acuerdo a la
Ecuacion 6.3:

— K0 (KTO'f?(Pi)_KT(‘)n(Pi))[NaZSO3]
Koy = Kmepiy + Cos+INazS03] (6.3)
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donde K,?l(,,i) es el Kmpi en ausencia de sulfito, K, p; el estimado cuando

[Na,SO3] — « y Cy5 la concentracion de sulfito que produce la mitad de la
variacion en el Kyepy. En la Figura 6.8-B se muestra la dependencia de los
valores de Kyiy con la [Na,SOg). El ajuste de la Ecuacion 6.3 a dichos valores

permite estimar que el valor de K,?l(,,i) es igual a 0,29 + 0,04 mM, mientras que

el obtenido cuando la [Na,SO3] tiende a infinito es igual a 2,16 + 0,18 mM. La
mitad del efecto maximo se obtiene con 7,2 + 1,5 mM sulfito. La disminucion de
los valores de Vmax y el aumento de los valores de Kmypiy con la concentracion
de sulfito corresponden al comportamiento de un inhibidor lineal mixto
respecto de fosfato. Por dultimo, la relacion Vpa/Kmey decayod con la
concentracion de sulfito de acuerdo a la siguiente Ecuacién y tal cual se

muestra en la Figura 6.8-C.

!

vo . vl .
Omax 1max 11[Na2503]
K K ,

Vimax _ m(Pi) m(Pi) *d

T (6.4)
m(Pi) L4t 1 2
1+<Ké+K?l) [Na2503]+K}ZK‘21[Na2503]

Donde V,‘,’léx/K,?l(Pi) es el valor de la relacion en ausencia de sulfito (1,17

+ 0,02 mL min*mg™); K} y K3 las constantes de disociacién de sulfito de ambos

sitios de union; Vis./Knpi 1@ relacion estimada a concentracion saturante de

sulfito en el hipotético caso que K2 fuera infinito (0,88 + 0,06 mL min™mg™). El
valor de K7 (3,9 + 0,4 mM) permite estimar la constante de disociacién de
sulfito del sitio de baja afinidad en la enzima libre de Pi (Figura 6.8-C y
Apéndice Seccion 2). Por otra parte la constante de disociacion de sulfito del
mismo sitio pero en el complejo F;F,eADPePi (10,4 + 3,8 mM) puede ser
estimada a partir de la dependencia de Vnax con la [Na,SOgs] (Figura 6.8-A 'y

Apéndice Seccion 2). Por ultimo, el valor estimado para K} (0,11 = 0,09 mM)
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indica que la constante de disociacion de sulfito del sitio de alta afinidad estaria

en el orden de 0,1 mM.

6.2.3. Estudio del efecto de mezclas de aniones efectores

De manera similar a lo observado para la actividad ATPasica, sulfito
tiene un comportamiento dual lo que permite confirmar la hipotesis de que este
anion se une a dos sitios diferentes en la ATP sintasa mitocondrial. La sintesis
de ATP se ve incrementada por la union de sulfito al sitio de alta afinidad (Kyq =
10° M) observandose un aumento de Vms a medida que aumenta la
concentracion de sulfito, mientras que la union al sitio de baja afinidad (Kq =
10 M) inhibe la sintesis de ATP de manera total disminuyendo Vpmax. Estudios
previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que para sintesis de
ATP, bicarbonato se comporta como un inhibidor completo competitivo
respecto de ADP y no competitivo respecto de fosfato (Lodeyro A.F. y otros,
2001). Por otro lado, sulfato actia como un inhibidor completo competitivo
respecto de fosfato y mixto respecto de ADP en la sintesis de ATP (Lodeyro
A.F. y otros, 2008). Para determinar si sulfito compite con bicarbonato y con
sulfato por los sitios de unién, se utilizé el método de Yonetani-Theorell (1964)
el cual examina las pendientes del grafico de Dixon. Este procedimiento
establece que si dos ligandos que se agregan al sistema de reaccion son
mutuamente excluyentes respecto de un sitio de union, se observaran lineas
paralelas en el grafico de Dixon respecto de uno de ellos para distintas
concentraciones fijas del otro.

En la Figura 6.9 se encuentran detallados los experimentos de mezclas
de aniones utlizando concentraciones fijas de sulfito y variables de
bicarbonato. Los resultados permiten concluir que a [Na,SOj3] bajas (< 5 mM),
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ambos aniones son mutuamente excluyentes y que en presencia de [Na;SOs3]

altas, bicarbonato y sulfito no compiten por el mismo sitio de union.
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Figura 6.9 Gréafico de Yonetani-Theorell para el estudio del efecto de mezclas de
sulfito y bicarbonato sobre la sintesis de ATP. Las determinaciones fueron
realizadas tal cual se indica en Materiales y Métodos utilizando [Pi] = 3,5 mM y [ADP] =
0,1 mM a bicarbonato variable y sulfito fijo. Los simbolos representan los valores
experimentales obtenidos a 0 (0), 1 (e), 5 (e), 10 (e) y 15 () mM sulfito. En el inserto
se observan las pendientes para cada una de las concentraciones de sulfito.

En la Figura 6.10 se muestran los graficos obtenidos a concentraciones
fijas de sulfito y variables de sulfato: a [Na,SOg] bajas (< 1 mM), sulfito y sulfato
se unen a distintos sitios en la enzima mientras que a [Na,SOg3] altas ambos

aniones compiten por el mismo sitio de union.
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Figura 6.10 Gréfico de Yonetani-Theorell para el estudio del efecto de mezclas de
sulfito y sulfato sobre la sintesis de ATP. Las determinaciones fueron realizadas tal
cual se indica en Materiales y Métodos utilizando [Pi] = 0,5 mM y [ADP] =1 mM a
sulfato variable y sulfito fijjo. Los simbolos representan los valores experimentales
obtenidos a 0 (0), 1 (e), 5 (e), 10 (o), 15 (¢) y 20 (») mM sulfito. En el inserto se
observan las pendientes para cada una de las concentraciones de sulfito.

6.3. Consideraciones generales

En resumen, los resultados mas arriba presentados permiten concluir
que la unién de sulfito a un sitio con alta afinidad (K; ~ 10° M) produce un
aumento de la velocidad de sintesis de ATP consecuencia de un incremento en
Vmax (Figuras 6.5-A y 6.8-A). El Knapp) disminuye sélo marginalmente (Figura
6.5-B), mientras que el Kmnei aumenta provocando una disminucion de la
relacion Vmax/Kmei (Figura 6.8-C). La ocupacion de un segundo sitio con una
afinidad mas baja (K; ~ 10 M), produce una inhibicién total de la reaccién de
sintesis de ATP, originada fundamentalmente en disminucion de la Vpax
(Figuras 6.5-A y 6.8-A) acomparfiada por una pequefia disminucion del Kmapp)
(Figura 6.5-B) y un aumento hiperbolico del Knpy (Figura 6.8-B). Estos
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resultados indican que: i) sulfito desplazaria, por ocupacion de un sitio con alta
afinidad, el equilibrio entre dos conformaciones de la F1F,-ATP sintasa con
distinta capacidad catalitica; ii) la ocupacion de un sitio con mas baja afinidad,
si bien no impediria la unién de ADP y Pi, inhibiria completamente la reaccion;
y iii) por tanto, el complejo cuaternario (F;F,esulfitoeADPePi) se puede formar
si bien no es cataliticamente competente.

Previamente, fue informado que sulfito se comportaba como inhibidor
competitivo respecto de Pi para la fotofosforilacion en cloroplastos de arveja
(Malyan A.N. y otros, 1982). Asimismo, ha sido mostrado que sulfito inhibe la
sintesis de ATP en cianobacterias y en cloroplastos (Bakels R.H.A. y otros,
1994; Bakels R.H.A. y otros, 1996) compitiendo con Pi por su sitio de unién.
Los experimentos descriptos en este Capitulo fueron realizados en un amplio
rango de concentraciones de sulfito y haciendo un completo estudio cinético a
distintas concentraciones de ambos sustratos, utilizando ensayos cinéticos
continuos, siendo ésta y los distintos sistemas membranosos estudiados la
posible causa de la diferencia entre lo informado por estos autores y lo
presentado en este Capitulo (inhibicibn competitiva vs. mixta respecto de Pi).

Pacheco-Moisés y otros (2002) informaron que sulfito se comporta como
un inhibidor mixto respecto de ADP y de Pi en vesiculas de membranas de P.
denitrificans, resultado que coincide con lo aqui presentado, salvo que sulfito
aumento el Kmappy Seguin estos autores, mientras que los resultados mas arriba
mostrados indican que el anion lo disminuyé levemente. Esta pequeiia
discrepancia no es importante desde el punto de vista mecanistico y puede ser
atribuida a diferencias entre los sistemas de P.denitrificans y de corazén

bovino.

126



Sintesis de ATP

Més importante es el hecho de que los resultados aqui presentados
muestran inequivocamente que sulfito se comporta, a bajas concentraciones,
como activador no esencial de la sintesis de ATP, propiedad que no ha sido
informada por ninguno de los autores antes mencionados. Los experimentos
descriptos en este trabajo de Tesis fueron realizados en un amplio rango de
concentraciones de sulfito (0,25 — 20 mM), mientras que la de los autores antes
mencionados fueron realizadas a concentraciones mayores, si bien no es
posible descartar que la activacion por sulfito sea una propiedad particular de la
sintesis de ATP catalizada por preparaciones de membrana interna de

mamiferos.
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7. Conclusiones

El comportamiento de sulfito descripto en los capitulos anteriores solo
puede explicarse postulando que el mismo se une a dos sitios en el sector F;
del complejo de la ATPasa/sintasa mitocondrial. Tanto los estudios realizados
sobre la reaccion de hidrélisis de ATP empleando SMP o F; soluble como
sobre la sintesis de ATP, permitieron concluir que a concentraciones bajas
sulfito se comporta como activador no esencial compitiendo con bicarbonato
por su sitio de unién (Figuras 4.7, 59 y 6.9), mientras que a altas
concentraciones actia como inhibidor de las reacciones de sintesis e hidrolisis
de ATP comportandose como un ligando mutuamente excluyente respecto de
sulfato (Figuras 4.8, 5.10 y 6.10). Previamente ha sido postulado que el sitio de
accion de bicarbonato como activador de la hidrdlisis de ATP e inhibidor de su
sintesis seria el sitio no catalitico de baja afinidad (Lodeyro A.F. y otros, 2001),
mientras que sulfato ejerceria sus efectos uniéndose a los sitios cataliticos
(Lodeyro A.F. y otros, 2008).

La dependencia de los valores de velocidad con la concentracién de
sulfito pudo ser descripta, tanto para la hidrélisis como para la sintesis de ATP,

Vot V—A[Na2503]
Ka

— (Ecuacion
+_

por la siguiente ecuacién empirica: v =
+<K_a K;

1
)[Na2 S03] +WKL-[N‘12503]2

4.1).
Dicha ecuacion es algebraicamente equivalente a la relacién entre un
polinomio de grado uno y uno de grados dos, ambos con término

independiente:

v = a+ b[Na2503]
o 1+C[Na2503]+d[Na2503]2

(7.1)
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Si sulfito puede unirse tanto a un sitio no catalitico, como a un sitio
catalitico, un primer interrogante es si lo hace de manera mutuamente
excluyente. De ser asi el esquema de reaccion siguiente describiria el
comportamiento de la enzima en presencia de sulfito:

ATP

!

keat
ENC «——— ENCeATP —— ADP + Pi

aKyrp
A A
Na,SO; «— Kd(NC) Na,SO; «— K(;l(’l;\;ac)
ATP
v v 0
kcat .
— ~ EeATP ——— ADP + Pi
KATP
A A
Na,SO; «—» Kd(C) Na,SO; +—» ngg;
ATP
v v
EC <« » ECeATP
ﬁKATP

Esquema 7.1 Sitios mutuamente excluyentes.

E es la enzima libre, EeATP el complejo enzima-sustrato, ENC la
enzima con sulfito unido al sitio no catalitico, ENCeATP el complejo enzima-
sustrato con sulfito unido al sitio no catalitico, EC la enzima con sulfito unido al
sitio catalitico y ECeATP el complejo enzima-sustrato con sulfito unido al sitio
catalitico, siendo este ultimo un complejo de punto final. Sélo las especies
EeATP y ENCeATP serian generadoras de producto.

Cuando se deriva la ecuacion que describe la dependencia de la
velocidad de reaccién con la concentracién de sulfito de acuerdo al Esquema

7.1 se obtiene la siguiente ecuacién (ver Apéndice Seccion 3):
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0 [ATP] ., [ATP]
Cat(K orp+[ATP]) CataKd(Nc)(KATpHATP])

v =
<KATP+‘[A£P]>+<KATP +[AEP]

LET0) Kao
(K oTp+IATP])

[Na25'03]

[Elo (7.2)

>[1\/(12503]

donde [E], es la concentracion total de enzima. Dicha ecuacion es equivalente
a la relacion de dos polinomios de grado uno lo que no coincide con el
comportamiento descripto en los capitulos anteriores. Por tanto es posible
concluir que sulfito se puede unir al sitio no catalitico y a los sitios cataliticos de
manera no excluyente dando origen a los siguientes complejos no presentes en
el Esquema 7.1: ECNC (enzima con sulfito unido a ambos sitios) y ECNCeATP
(enzima-sustrato con sulfito unido a ambos sitios). Este ultimo seria también un
complejo de punto final. El siguiente modelo de reaccién describe dicho

comportamiento.

Na2803
Kiwe)
N32503 N32803 Na2303
v v
EC E ENC «—*  ECNC
A Kacoy Kawe Kic A
ATP<—> BKyp ATP «—> Kyp ATP aKyrp ATP «—»| vKup
Na,SO3 Na,SO3 Na,SO;
v v
ECeATP EeATP «» ENCeATP ECNCeATP
KATP KATP KNC,ATP
A d(C) l 0 d(NC) l K d(c) A
cat cat
ADP + Pi ADP + Pi
Na,SO3
KC,ATP

d(NC)

Esquema 7.2 Sitios no excluyentes.
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La siguiente ecuacion describe, segun el Esquema 7.2, la dependencia

de la velocidad de reaccion con la concentracion de sulfito (ver Apéndice

Seccion 3):
o [ATP] Lot [ATP] [
Cat(y ,rp+IATP])  cat ( +[ATP])LNa2503]
. aavey<ar7 El,  (7:3)
<K ATP+—[A£P ]>+<KATP+@> <M>
X X kNC. K
ac)Kawce
y d(NC) d(c) [Na2503]+w[1va2503]2

(KaTp+ATP]) (KaTp+ATP])
Esta ecuacion corresponde a la relacion entre un polinomio de grado uno
y uno de grado dos equivalente a la ecuacion empirica utilizada en los capitulos

anteriores.

7.1. Efecto de sulfito sobre la actividad ATPasica

Las determinaciones de velocidad de hidrolisis de ATP fueron realizadas
a [ATP] correspondientes al K, de baja afinidad (Roveri O.A. y Calcaterra N.B.
1985; Calcaterra N.B., 1988). Debido a ello los valores de velocidad
dependieron con la concentraciéon de ATP segun una hipérbola que no pasa
por el origen lo cual permitié estimar a las distintas [Na,SO3] valores de v rp = .
Vimax, Km Y Vmax/Km (Figura 7.1). La dependencia de Vimax, Km Y Vmaxd/Km con la

[Na;SO3] de acuerdo al Esquema 7.2 es descripta por las siguientes

ecuaciones:
Vr?zéx"'VrIna’xaK—l [Na,S03]
. d(NC)
Vméx - s s (7-4)
1+< EE— )[Nazsog]+NC—[Nazsog]2
aKgney PKaco YKaio)Kawo
1+ + [Na;S03]+————[Na,S03]?
Kawve) Kao Kg(cC)Kd(NC)
Kin = Karp R (7.5)
1+< +—— |[Na,503]+————I[Na,50;]?
aKgney BKac YKaioyKawo)
VT‘T)léX +V1;1éx L [Na,S03]
Vimax — aKd(NC) (7 6)
p .
™ Karp 1+( 42 )[Na2503]+NC;[Na2503]2
Kawwey Xaco KioyXawo
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El comportamiento teorico calculado utilizando las constantes detalladas
en la Tabla 7.1 describe razonablemente la dependencia de los valores

estimados de Vmax, Km Y Vmax/Km con la [Na;SOg3] (Figura 7.1).
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Figura 7.1 Dependencia de los parametros cinéticos de la actividad ATPasica de
F1 con la concentracién de sulfito de sodio segun el Esquema 7.2. La ecuacion
V= Vurp=o + Vmax[ATP]/ (K, + [ATP]) fue ajustada a los valores experimentales
mostrados en la Figura 4.4 a concentraciones de sulfito constante, lo que permitio
estimar los valores Vi (A), K (B), Vimax/Km (C) Y varp—o (D). Las lineas representan el
comportamiento calculado segun las Ecuaciones 7.4 (A), 7.5 (B) y 7.6 (C) utilizando
los valores de las constantes mostradas en la Tabla 7.1. La linea en el panel (D) es el
mejor ajuste de la ecuacidn wv,p-o = (a+ b[NayS05]1)/(1 + c[Na,S05] + d[Na,505]>) a los
valores de v,r» -, estimados.
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Tabla 7.1 Constantes cinéticas utilizadas para las simulaciones que se muestran
en las Figuras 7.1y 7.2 (Efecto de sulfito sobre la actividad ATPasica de Fy).

Parametros

Vo, 95 umol min“mg™
V) i 200 umol min™*mg™
Kyrp 0,45 mM
Koo 10 mM

a 0,2
Kaccy 18 mM

B 0,7
K 23 mM

14 0,3

Cuando se simulé utilizando la Ecuacién 7.7 (equivalente a la Ecuacion

7.3) el comportamiento descripto en el Capitulo 4 al estudiar el efecto de sulfito

sobre la velocidad de hidrélisis de ATP catalizada por F; (Figura 4.4), se puede

ver que dicha ecuacion describe razonablemente la dependencia de la

velocidad de reaccién con las concentraciones de ATP y Na,SO3; cuando se

utiliza el set de constantes detallado en la Tabla 7.1.

[ATP]

MEX(K grp+[ATP]) méxaxd(NC) (K a7p+IATP))

[Na,505]

V=Varp=0=

1+

ATP
B ) (KATP"‘[ v ]>
kNC Kk
[Na,S04]+ d©)rdve)

(7.7)

(K oTp+[ATP]) [Na;505]?
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Figura 7.2 Efecto de sulfito sobre la actividad de F; a distintas concentraciones
de ATP. Los puntos son los datos experimentales (Figura 4.4, velocidad inicial)
obtenidos a las siguientes concentraciones fijas de ATP: 0,025 (e), 0,05 (e), 0,1 (o),
0,25 ( ) y 0,5 () mM, a los que se les resto el valor teérico de v p - o (ver panel D de
la Figura 7.1). Las lineas indican el comportamiento tedrico segun la Ecuaciéon 7.7
utilizando los valores de las constantes detalladas en la Tabla 7.1.

En resumen, la propuesta de que sulfito se une a dos sitios en la
ATPasa mitocondrial es consistente con el comportamiento experimental
descripto en el Capitulo 4. La unién de sulfito a un sitio no catalitico aumenta
keat Y la afinidad aparente de la enzima por ATP (K;). En consecuencia
aumenta la eficiencia catalitica de la enzima libre (Vmax/Kn). A pesar de que la
afinidad de la enzima por ATP también aumenta por la unién de sulfito a un
sitio catalitico, el valor de Vma/Km disminuye debido a que kg disminuye a cero
(inhibicidn total). De acuerdo con la observacién de que la unién de sulfito tanto
a un sitio no catalitico como a un sitio catalitico aumenta la afinidad de la
ATPasa por ATP, este ultimo aumenta la afinidad de ambos sitios por sulfito

(ver Tabla 7.1).
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De manera similar, el efecto de sulfito sobre la actividad ATP&sica de
SMP puede ser razonablemente descripto por las Ecuaciones 7.4 — 7.7
cuando se remplazan en las mismas las constantes por los valores detallados
en la siguiente Tabla.

Tabla 7.2 Constantes cinéticas utilizadas para las simulaciones que se muestran
en las Figuras 7.3y 7.4 (Efecto de sulfito sobre la actividad ATPasica de SMP).

Parametros
VO ix 0,360 pmol min"mg™
Vi 0,375 umol min*mg™
Kirp 0.1 mM
Kawe 0,02 mM
a 0,8
Kaco 3,2 mM
p 0,4
K3 20 mM
y 0,4

En la Figura 7.3 se muestra como el comportamiento teérico calculado
utilizando: la Ecuacién 7.7 y las constantes de la Tabla 7.2, describe bien la
dependencia de los valores determinados de la velocidad de la reaccion de

hidrolisis de ATP catalizada por SMP a distintas [ATP] y de [Na,SO3].
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Figura 7.3 Dependencia de la actividad ATPasica de SMP con la concentracién
de sulfito a distintas [ATP]. Los puntos representan la diferencia entre los valores de
velocidad tomados de la Figura 5.5 y los de v p - €stimados a partir de la Figura
5.7 (0,025 (e), 0,05 (e), 0,1 (e), 0,25 ( ), 0,50 (¢) y 1 (») mM ATP). Las lineas indican
los valores calculados utilizando la Ecuacion 7.7 con las constantes mostradas en la
Tabla 7.2. Se emplea una escala logaritmica para la concentracion de sulfito de sodio.

La dependencia de Vmax, Km Y Vmax/Km con la concentracion de sulfito es

también razonablemente descripta por las Ecuaciones 7.4 — 7.6 utilizando el

juego de valores de constantes de la Tabla 7.2 (Figura 7.4)
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Figura 7.4 Dependencia de los paradmetros cinéticos de la actividad ATPasica de
SMP con la concentracidon de sulfito de sodio. Los puntos representan los valores
de Vmax (A), Kn (B) ¥ Vimax/Km (C) y las lineas la dependencia descripta por las
Ecuaciones 7.4, 7.5 y 7.6 utilizando los valores de constantes mostrados en la Tabla

7.2.

En conclusion, el modelo de reaccidon mas arriba postulado (Esquema
7.2) para la actividad ATPasica de F; es también consistente con el
comportamiento experimentalmente observado al estudiar el efecto de sulfito
sobre la reaccion catalizada por SMP (Capitulo 5). En ambos casos la unién
de ATP aumenta la afinidad de sulfito por ambos sitios de union. Sulfito afecta

de manera similar a la actividad ATPasica de ambas preparaciones. Sin
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embargo, la afinidad de los sitios de union es mayor para SMP (K;c) = 0,02
mM 'y K4y = 3,2 mM) que para la ATPasa soluble ( Kgivey = 10 MMy Ky()=
18 mM) y la relacién v, /V.2 .. es mayor para F; (2,1) que para SMP (1,04).
Por ultimo, el hecho de que la inhibicion sea mixta (no competitiva)
lineal, indica claramente que el ATP puede unirse a F; aun cuando sulfito se
encuentre unido a sus sitios de unién. Sin embargo, lo hace generando un

complejo (ECNCeATP) de punto final (Esquema 7.2).

7.2. Efecto de sulfito sobre la sintesis de ATP

A diferencia de la hidrolisis de ATP (reaccion con un solo sustrato), la
reaccion de sintesis de ATP es una reaccion de dos sustratos, para la que han
sido postulados distintos mecanismos cinéticos para la unién de ADP y Pi.
Calcaterra (1988) estudi6 la dependencia de velocidades iniciales con la
concentracion de ADP y Pi, lo que le permitié: i) confirmar la operacion de un
mecanismo secuencial; y ii) detectar la presencia de inhibicion por exceso de
ADP. Estos resultados, sumados a los obtenidos al estudiar el efecto de
inhibidores competitivos, permitieron descartar la operacién de un mecanismo
Secuencial Ordenado Clasico con Pi como sustrato conductor (Calcaterra N.B.,
1988; Lodeyro A.F. y otros, 2001). Pérez y Ferguson (1990) postularon que la
sintesis de ATP en membranas de Paracoccus denitrificans seguiria un
mecanismo Secuencial “Random”. En cambio, Xing y otros (2005) modelaron
un mecanismo Secuencial Ordenado con ADP como sustrato conductor para la
sintesis de ATP. Sin embargo, esta propuesta no es compatible con la
observacién de que sulfato (inhibidor competitivo respecto de Pi), es inhibidor
mixto respecto de ADP (Lodeyro A.F. y otros, 2008). Mas recientemente,

Watanabe y otros (2010) a partir de estudios de moléculas Unicas, postularon
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un mecanismo secuencial ordenado con Pi como sustrato conductor,
mecanismo que no es compatible con el hecho de que bicarbonato (inhibidor
competitivo respecto de ADP) sea no competitivo respecto de Pi (Lodeyro A.F.
y otros, 2001). Si bien la operacion de un mecanismo Secuencial Ordenado-
“Subsite” (Fromm H.J., 1969a y 1969b) con Pi como sustrato conductor es
también compatible con los resultados anteriores obtenidos en el laboratorio
(Calcaterra N.B., 1988; Lodeyro A.F. y otros, 2001; Lodeyro A.F. y otros, 2008)
para la discusién siguiente se asumira que la sintesis de ATP por SMP sigue
un mecanismo Secuencial “Random” y que la union y disociacion de ADP, Piy
sulfito son mucho mas rapidas que la catalisis.

Los resultados obtenidos permiten proponer para el efecto de sulfito

sobre la sintesis de ATP el siguiente esquema de reaccion:
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Esquema 7.3 Mecanismo cinético de la sintesis de ATP en presencia de sulfito.

ENC, ENCeADP, ENCePi y ENCeADPePi son las especies de enzima
con sulfito unido al sitio no catalitico, EC, ECeADP, ECePi y ECeADPePi
aguellas con sulfito unido al sitio catalitico y ECNC, ECNCeADP, ECNCePi y
ECNCeADPePi las que tienen sulfito unido a ambos sitios. Sdlo las especies
EeADPePi y ENCeADPePi serian generadoras de producto.

Para simular el comportamiento descripto en la Figura 6.2 ([Pi] = 3,5
mM), se utiliz6 una version simplificada del Esquema 7.3, en la que se
aproxima el comportamiento experimental asumiendo que el complejo

enziméatico estaria saturado con Pi:
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ADP
ECePi $ ECeADPePI
@2 Kipp
Na,S0; «<——>| Kilo Na,S05 <—> | k20"
ADP
0 ket
EePi EeADPePi ——— E + ATP
aoKapp
Na,S0; <— | Kilno Na,SO; «<—> | Kidhr
ADP
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ENCePi ENCeADPePi——» E + ATP
a, KNS
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ECNCePi dﬁ ECNCeADPePi
a3K,éVDC1lJC

Esquema 7.4 Mecanismo cinético para la sintesis de ATP por SMP en presencia de
sulfito a [Pi] = «.

A dicho esquema de reaccién corresponde la siguiente ecuacién de

velocidad (ver Apéndice Seccidn 5):

Vo [ADP] (v! . @oKapp [ADP] [Na,505]
MaX(aoK gpp+[ADP]) ~ MaXg g NC (aoK 4pp+[ADP])

ADPKgéNC) ’7.8)
rCOK_ADP/ 14_l4aDP] ) oK app (|, ADP] ) N

1+
NC.C
. aKapp / 3K App 2
[NaZSOS]TKNC'PiKPi \(“OKADP“‘[ADP]) [Na,50s]

[ADP]
Pi ' NC Pi C
Kd(NC)\ aiK)fp)  Khio \a2kGpp
(aoKapp+lADP]) * (agK4pp+[ADP))

dc) Xawoe)

|

Esta ecuacion es equivalente a la relacion entre un polinomio de grado
uno y uno de grado dos en [Na,SO3] ambos con término independiente,
equivalentes a las funciones semiempiricas que ajustaron los comportamientos

descriptos en el Capitulo 6.
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Las siguientes ecuaciones describen la dependencia de los pardmetros
cinéticos (Vmax, Kmpaop) Y Vmax/Kmaop)) con la [Na,SOgz] para la sintesis de ATP:

agK
Vi HVimax——nr A2E—[Na,S05]

max NC ,Pi
v _ a1KappKaine) (7.9)
max — '
apgK agK apgK
1+< NC ot ¢ 4PE >[Na2503]’ NCCoNCpipr—[Na2503]2
a1KappKaine) *2KAppKg(c) a3k ppKa(c) Kaine)

1 1 1 2
1+(KT+KT>[Na2503]+W[Na2503]
d(Ne) “d(c)

dc) ane
Kinappy = @oKapp (7.10)
“on 1+( %oXapp . %0Kapp >[Na2503]* ookapp [Na,S03]2
N ' i j , P, Pi
@1KappKa(ney *2KippKa(c) @sK4ppKa(éy Kane
(9] (NC)
0 !
Vo4 Vo 4 1
max max _ [Na SO ]
anK ' NC _Pi LV #2oH3
Vinax 07ADP a1K pp Kg(inc) (7.11)
K 1 1 1 '
m(ADP) 1+<KT+KT)[N‘12503]+W[Na2503]2
awve) Xaco a©) Kawe

En la Figura 7.5 se muestra que las Ecuaciones 7.9 — 7.11 describen
bien la dependencia con la concentracion de sulfito de los parametros cinéticos

estimados a [Pi] = 3,5 mM.
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Figura 7.5 Dependencia de los parametros cinéticos de lareaccién de sintesis de
ATP con la concentracién de sulfito de sodio a [Pi] = 3,5 mM. Los puntos
representan los valores de Vs (A), Kmaoe) (B) ¥ VimaxdKmeaor) (C) estimados a partir de
los datos mostrados en la Figura 6.4 y las lineas la dependencia descripta por las
Ecuaciones 7.9, 7.10 y 7.11 utilizando los valores de constantes mostrados en la

Tabla 7.3.
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Tabla 7.3 Constantes cinéticas utilizadas para las simulaciones que se muestran
en la Figura 7.5 (Efecto de sulfito sobre la ATP sintasa a [Pi] = 3,5 mM).

Pardmetros
VO, 0,34 pmol min”*mg™
Vi 0,55 umol minmg™
aoKapp = Kpyapp) 0,2 mM
Kiiney 0,8 mM
a,Kibp = Kmeape) 0,2 mM
@2 Kinp = Ky appy 0,05 mM
Kl 15 mM
asKipp = Ky app) 0,1 mM
K;(i'cl\)’c 20 mM

De manera similar, para el analisis del efecto de sulfito sobre la sintesis

de ATP a [ADP] = 1 mM (Figura 6.6) se utilizé un modelo simplificado en el que

se asume que la enzima se encuentra saturada con ADP.
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Pi
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Esquema 7.5 Mecanismo cinético simplificado ([ADP] = «) para la sintesis de ATP por
SMP en presencia de sulfito.

La siguiente ecuacion (ver Apéndice Seccién 6) describe la

dependencia de la velocidad de sintesis de ATP con las concentraciones de Pi

y de sulfito:
0 [Pi] ' agKp; [Pi]
; —+V [NayS05]
MAX (q K pi+[Pi]) |~ MAX W NCLADP (o Kpi+[Pi])" 2073
p = 15pi Kd(NC) (7.12)

[ [Pi] P\ 1
| agKpi| 1+ NC agKpi| 1+ || apgKpi| 1+ NCC
uKpi') | 2K pi @3Kpi [V

1+ ] Na;S03]+|
|Kd(NC)(oc0Kpi+[Pi]) K‘;?Cg(aoKpi+[Pi])j[ a,503] lN(J,ADP

a2503
Kady Kd(NC)(aoKpl+[Pl )J

Los valores tedricos calculados segun la ecuacion anterior utilizando los

valores de constantes cinéticas detallados en la Tabla 7.4 describen
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razonablemente el comportamiento observado al determinar el efecto de sulfito

sobre la sintesis de ATP a distintas [Pi]y a 1 mM ADP (Figura 7.6).

v (umol min mg™)

[Na,SO,] (mM)

15 20

Figura 7.6 Dependencia de la actividad ATP sintasa con la concentracion de
sulfito a distintas [Pi] y a [ADP] = 1 mM. Los datos experimentales fueron tomados
de la Figura 6.6 (0,5 (e), 1 (®), 2 (¢) y 3,5 ( ) mM Pi). Las lineas indican los valores
calculados utilizando la Ecuacion 7.12 con las constantes mostradas en la Tabla 7.4.

Tabla 7.4 Constantes cinéticas utilizadas para las simulaciones que se muestran
en las Figuras 7.6 y 7.7 (Efecto de sulfito sobre la ATP sintasa a [ADP] = 1 mM).

Parametros
/A 0,32 pmol min”*mg™
V) 0,85 pmol min”*mg™
aoKpi = Kpypi 0,3mM
Kite 1,4 mM
0 KpE = Koy 1,1 mM
K5 = Kh iy 1,8 mM
Ki5 2,7 mM
asKpi'© = Ky oy 2,2mM
KD 4.7 mM
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De acuerdo al Esquema 7.5 Vmax, Kmpi) ¥ Vmax/Kmeiy dependen con la

[NaxSO3] segun:

’ aoKpi

0
Vméx"'VméxW%[NazSOﬂ
Vimax = ‘ (7.13)
max .
aoKp; ) aoKp; ) aoKpj
1 ( KNCKALDP ! KC KALDP [NaZSOS]' NC,C NC,ALDP ADP [Na2503]2
“1%pi fd(Ne) “28Pita(0) askp; " Kaicy  Kavo

1 1 1 2
1+<—ADP +—KADP>[NaZSO3]+7NC‘ADP 2o 1Na2503]
d(Ne) “d(C)

d(c dNe
Kinepiy = oK ( — — > © i K) (7.14)
oKp; _, _ @oKp; . 0Kp; r 2
1 " [Na,S05]+ Na,S05]
NC < ADP C ADP 2503 NC.C_NCADP,4App LN @2503
a1Kpi Kginey *2KpiKg(c) asKp;"Kaicy  Kde)

0
Vo 4 1
max [Na,S05]
Kp: NC ADP_LVad2oU3
#08Pi a1Kpi KgiNe)

0
Vméax L

Vmax —

Stz (7.15)

pi

m(Po 1+<KA%+KA%>[Na2503]+m[Na2503]2
d(NC) “d(C) d(C) d(NC)

En la Figura 7.7 se puede observar que hay una buena concordancia
entre los valores de los parametros cinéticos calculados usando estas
ecuaciones con el juego de constantes detallados en la Tabla 7.4 y los
estimados a partir de las determinaciones experimentales realizadas a 1 mM
ADP (Figura 6.8).

En resumen, los esquemas de reaccion simplificados (Esquema 7.4 y
7.5) describen de manera razonable el comportamiento experimental
observado al estudiar el efecto de sulfito sobre la velocidad de la reaccion de
sintesis de ATP. De manera similar a lo observado para la actividad ATPasica
de F; y de SMP, sulfito se uniria de manera no excluyente a dos sitios: no
catalitico y catalitico. La unién a este ultimo conduciria a la formacion de
complejos de punto final ECeADPePi y ECNCeADPePi. En cambio, la unién
de sulfito con mayor afinidad al sitio no catalitico estabilizaria a la enzima en

una conformacién de mayor actividad fundamentalmente atribuible a un
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marcado aumento de la Vmax. La union de sulfito tanto al sitio no catalitico como
al catalitico aumenta el K, para Pi (ver Tabla 7.4), mientras que produce una

leve disminucion en el K, para ADP (ver Tabla 7.3).

A B
°
04t 1 20|
D ) _
HE 0,3F S
3'c £
> E 3
g 0,2 r ¥E
7
0,1F
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
[Na,SO,] (mM) [Na,SO,] (mM)
14} C |
12¢

Vm x/Km(Pl)
(mL min® mg™)

0 5 10 15 20
[Na,SO,] (mM)

Figura 7.7 Dependencia de los parametros cinéticos de lareaccién de sintesis de
ATP con la concentracion de sulfito de sodio a [ADP] = 1 mM. Los puntos

representan los valores de Vmsx (A), Knei (B) Y Vmax/Kmei) (C) estimados (Figura 6.8) y
las lineas la dependencia descripta por las Ecuaciones 7.13, 7.14 y 7.15 utilizando los

valores de constantes mostrados en la Tabla 7.4.

Por ultimo, la afinidad del sitio no catalitico por sulfito es mayor para la
enzima en presencia de 3,5 mM Pi que en presencia de 1 mM ADP. Esta

observacion es consistente con la propuesta de que sulfito compite con
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bicarbonato y en consecuencia con nucleétidos de adenina por el sitio no
catalitico de baja afinidad (Lodeyro A.F. y otros, 2001).

Ha sido propuesto por Malyan y Vitseva (2001) que sulfito interactuaria
con sitios no cataliticos y con sitios cataliticos de CF;. La observacion de que el
efecto activador de sulfito se mantendria aun cuando estarian ocupados por
nucledtidos los tres sitios no cataliticos llevd a estos autores a postular que la
activacion se produciria por la unién del anién a un sitio catalitico lo cual
estimularia la unién de sustrato, hidrdlisis y disociacion de productos en los
otros dos sitios cataliticos. Esta propuesta esta basada en el supuesto de que
los tres nucledtidos firmemente unidos lo estan a sitios no cataliticos, el que es
aun motivo de discusién (Hartog A.F. y Berden J.A., 1999; Kironde F.A. y Cross

R.L., 1986).

7.3. Observaciones finales
7.3.1. Union de aniones a sitios no cataliticos

Los aniones bicarbonato y sulfito serian ligandos del sitio no catalitico de
baja afinidad (sitio 6 segun Berden J.A y Hartog A.F., 2000) sitio al cual
también se unen los nucledtidos de adenina y que tendria una funcion
regulatoria sobre la ATP sintasa. La unidon de bicarbonato induciria una
conformacion con menor afinidad del sitio catalitico por ADP (inhibicion de la
sintesis de ATP) y con mayor afinidad de dicho sitio por ATP (estimulo de la
actividad ATPasica y atenuacion la cooperatividad negativa) (Roveri O.A. y
Calcaterra N.B., 1985; Lodeyro A.F. y otros, 2001).

A pesar de gque se ha considerado que sulfito y bicarbonato actuarian de
manera similar sobre la F;F,-ATP sintasa (Recktenwald D. y Hess B., 1977;

Hartog A.F. y otros, 1997), los resultados descriptos en esta Tesis muestran
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que, al menos para las preparaciones de corazén bovino, no es ese el caso. La
union de sulfito con alta afinidad al sitio 6 estimula no soélo la actividad
ATPasica (Figuras 4.4 y 5.5) sino que también estimula la sintesis de ATP
(Figuras 6.2 y 6.6) a diferencia de bicarbonato que la inhibe de manera
competitiva respecto de ADP (Lodeyro A.F. y otros, 2001). El estimulo de la
sintesis de ATP por sulfito se debe a un aumento en k.., dado que el anién
afecta solo marginalmente el Knapp), N0 evidenciandose competencia entre
sulfito y ADP (Figura 6.5).

Es posible postular como hipoétesis de trabajo que la F1F,-ATP sintasa
existe en distintas conformaciones segun la ocupacion del sitio 6: una
conformacion activa como hidrolasa e inactiva como sintasa cuando
bicarbonato esta unido a dicho sitio y una conformacion con alta actividad tanto
de hidrolasa como de sintasa cuando lo hace sulfito. La union de ATP o ADP al
sitio 6 modularia las afinidades relativas de los sitios cataliticos por ATP o ADP,
regulando de tal manera las actividades de hidrolasa y de sintasa de la enzima

(Roveri O.A. y Calcaterra N.B., 1985; Lodeyro A.F. y otros, 2001).

7.3.2. Union de aniones a sitios cataliticos

Ha sido propuesto que sulfato se une al sitio catalitico (Lodeyro A.F. y
otros, 2008) inhibiendo la sintesis de ATP de manera competitiva respecto de
Pi. De hecho Shirakihara y otros (1997) y Menz y otros (2001) al resolver la
estructura de F; con todos los sitios cataliticos ocupados por nucleétidos, han
observado una densidad electronica compatible con sulfato unido al sitio de Pi.
Por otra parte ha sido también informado que la enzima con sulfato unido, si
bien no cataliza la sintesis de ATP, es capaz de catalizar la hidrolisis de ATP

acoplada a la translocacion de protones y de hacerlo con una k., mayor que
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en ausencia del anion (Lodeyro A.F. y otros, 2008), observacién que ha
permitido postular que la sintesis de ATP no es exactamente la reversa de su
hidrdlisis.

Segun los resultados presentados en esta Tesis sulfito (a altas
concentraciones) y sulfato son ligados mutuamente excluyentes: la unién de
uno impide la del otro, aunque no necesariamente esta propiedad indica de
manera inequivoca que lo hacen exactamente a un mismo subsitio del sitio
catalitico de la enzima. De hecho ambos aniones muestran claras diferencias
de comportamiento. Sulfato disminuye la afinidad de la enzima por ATP
mientras que sulfito la aumenta, si bien al mismo tiempo impide de manera total
la catdlisis de la hidrolisis de ATP. La disminucién a cero de la k.,; explica no
s6lo la inhibicion total de la hidrdlisis de ATP, sino que también seria una
explicacion razonable de la disminucion del Knate). Por otra parte sulfato inhibe
la sintesis de ATP de manera competitiva respecto de Pi (Lodeyro A.F. y otros,
2008) mientras que sulfito no impide la unién de ADP y Pi, pero conduce a la
formacion de un complejo cataliticamente no competente. Esta diferencia de
comportamiento indica que sulfato y sulfito inducen distintas conformaciones
del sitio catalitico: sulfato induciria una conformacion que no permite la union
cataliticamente competente de Pi, mientras que sulfito induciria una
conformacién que, si bien permite la union de ADP y Pi (sintasa) o ATP
(hidrolasa), lo hace de manera tal que los mismos no estarian adecuadamente
orientados respecto de los residuos responsables de catalizar las reacciones

de deshidratacion/hidratacion.
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Apéndice

1. Desarrollo de ecuaciones semiempiricas
1.1. Velocidad vs. [Na,SO;]

El efecto de sulfito como activador no esencial puede ser descripto por la

siguiente Ecuacion:

(va—vo)[Na,S05]
Ka+[Na2503] ) (1)

v = (vo +
vy Y v, son las velocidades en ausencia de sulfito y a concentracion
infinita del mismo y K, la constante de disociacién aparente del activador. Por

otra parte la ecuacion correspondiente a un inhibidor completo es:

v =1y — (2)

— Vo Ki+[Na2503]
K; es la constante de disociacion aparente del inhibidor. Si sulfito se une
a dos sitios actuando como activador en uno de ellos y como inhibidor en el

segundo, combinando (1) y (2):

_ (va-vo)[Na,S05] Ky
v= (170 + Kq+[Na,S03] )(Ki+[Na2503]) (3)

Multiplicando ambos paréntesis y sacando denominador comudn se
obtiene:

Vo +;—A[Na2503]
a
[Na2503]2 (4)
KaK;j

v:1+i+i [Na,S03]+
Kq K;)H 42903

1.2. Vihax VS. [Na2803]

De manera similar a lo discutido en la Seccion 1.1., Vs dependera con

la [Na,SOg3] de acuerdo a la siguiente Ecuacion:

0 Vﬁla’x
v, + [Naz 503]

max" g
- sou 0T ®)

KaK;

|74 =

max

1 1
1+(K_a+K_i) [Na,S03]+
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Las constantes K, y K; corresponden en este caso a las constantes de
disociacion de sulfito de los sitios activador e inhibidor en el complejo ES (ver

Seccibn 2.).

1.3. Ky vs. [Na,SO4]

Si asumimos que sulfito se une al sitio activador con una constante de
disociacién igual a K} y produce un cambio en el valor de K, de K9 a K}, de

acuerdo a la siguiente Ecuacion:

0 _ 11
Ko = Ky + LK), (6)

[Na2503]
1+K—2'i

Si ademas la unién con menor afinidad (K7) al sitio inhibitorio modificaria
el Ky de KL a K% . En conjunto la unién a ambos sitios modificaria el K., de
acuerdo a:

NayS0
K+ i 4229310, iy

d _ 2
[Na;S03] Km

1+

Ky = KT%'L + [N‘fl2503] (7)

Resolviendo el segundo término

NaySO0 NazSO
) Krln[ a[il 3]+K791—K12n—1(12n[ a)il 3]
— d d
Km - Km + 14 [Na;S03] , [Na»S03] , [NaS03]? (8)
R T

Multiplicando K2 por el denominador del segundo término, simplificando
y agrupando:

0, (Kin K K 2
Km+ K—é‘l-g [Na2503]+m[1\](12503]

<1 ; ; ©)
1+ —2+—1>[Na2503]+ﬁ[Na2503]2
Kq Kg KaKg
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1.4. Viyax/Kn VS. [Nast3]

De manera similar es posible deducir que la accién conjunta de un
activador no esencial y de un inhibidor total resultara en la siguiente

dependencia de Vmad/Km con la [Na;SO3):

vo . v! 1
—I?Bax‘l‘ Ir{r;ax —1[Na2503]
Vimax __ m m Ky

(10)

Km 101 1
1+| =+—= |[Na,S03]+——I[Na,S03]?
<K111 K121>[ 2 3] KéKé[ 2 3]

La Ecuacién 10 tiene como numerador un polinomio de grado 1 en

2

[Na;SO3] a diferencia de la Ecuacién 9 pues VI’(”—TZi"= 0 dado que V2, =0

(parametro correspondiente a la enzima con sulfito unido al sitio inhibitorio).

2. Significado de constantes
2.1. De inhibicién

0
cat

E<——> ES —— Productos

m

K; K]

A mm——
El K. EIS
Esquema 1 Inhibidor mixto lineal.

La Ecuacion que rige la dependencia de la velocidad de reaccion con la
concentracion de sustrato e inhibidor para un inhibidor mixto lineal es:

Kk2u:[ElolS] _ V2 ixlS] (11)

v = =
jul m jul m
Km<1+Ki >+ [S](1+K£> Km<1+Ki >+ [S]<1+K£>
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[E], es la concentracion total de enzima; K; es la constante de
disociacion del inhibidor de la enzima libre (K%) y K/ la del complejo enzima-
sustrato KZ5.

Cuando se determina el efecto sobre Vma Se observa que ésta

disminuye con la concentracion de inhibidor segun la siguiente ecuacion:

Vrgléx
Vimax =~ (12)

1+
K;

Dicha ecuacion es la ecuacion de una hipérbola con asintota horizontal
igual a 0 y ordenada al origen igual a V2. .. La asintota vertical permite estimar
K!y por ende K55. Por otra parte, K, depende con la concentracion de

inhibidor de una manera mas compleja:

—_ 0 _Ki _ 0  AKml]
Kin = Kim 1+ Kom i

(13)

La Ecuacién 13 representa a una hipérbola rectangular con ordenada al

. . . . . K! . . .
origen igual a K, asintota horizontal igual K’%K_l y asintota vertical igual a —K; .

2

La variacion del valor de K, es funcién de ambas constantes de disociaciéon

(AK,, = K°, <I’:— - 1)).

Por altimo, la relacion Vyax/Kn depende con la concentracion de inhibidor
segun:

. 0 ,
Vmax — Vmax 1 (14)

Km  Kn <1+ﬂ>

K;

Al igual que para Vmax la hipérbola que describe la dependencia de

Vmax/Km con la concentracion de inhibidor posee una asintota horizontal igual a
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0, pero a diferencia de aquella, la asintota vertical es igual a —K;, equivalente a

la constante de disociacion del inhibidor de la enzima libre (K%).

2.2. De activacion

kgt
E eT ES ————> Productos

m

K, K!

kéat
EA <79 EAS —— Productos

Esquema 2 Activador no esencial

La velocidad de reaccion depende con la concentracion de sustrato y de

un activador no esencial (A) de acuerdo a la siguiente ecuacion:
0 [A]
Vméx<1+ﬁKa)[S]
14 14]
KS(1+Ka)+[S](1+K{1)

K, es la constante de disociacion de A de la enzima libre (K£), K/, la del

v = (15)

complejo enzima-sustrato (K5°) y B es igual a k.q:/k.q:. Cuando se determina
el efecto sobre Vmax Se observa que ésta varia segun una hipérbola que no

pasa por el origen segun la siguiente ecuacion:

1+p41 AV LAl
K! VimaxlA
Vméx = Vr(r)léx ( 1+ma> = Vr%éx + % (16)

La ordenada al origen es igual a V0.,; la asintota horizontal es igual
V0., + AVpsr, €l aumento de Viax depende de By K. (AVipax = V2. (B — 1)) y la
asintota vertical es igual a —K/,, permitiendo estimar la constante de disociacién

del activador del complejo enzima-sustrato.

Por otra parte el Ky, varia con la [A] segun la siguiente ecuacion:
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144

_ Ka _ AKm[A]
o = 165 | = K+ (G50 )

Km varia de manera hiperbdlica entre K2 y K2 + AK,, donde AK,, =

KY ¥a _1). La asintota vertical (—K;) es una buena estimacion de la
Ka

constante de disociacion del activador del complejo enzima-sustrato (KZ2°).
Por dltimo la dependencia de la relacion Vma/Kn €s descripta por la

siguiente ecuacion:

[A] Vo
0 1+— 0 AAXT A
Vmax — Vinax ﬁKél — Vinax + Km 4] (18)
Km Kr(;z 1+% Kr(;L Kg+[A]

a

La Ecuacion 18 es la de una hipérbola rectangular, con ordenada al

. . A , . . Vo, K . .
origen distinta de 0 (%), asintota horizontal igual a % K—f‘ y asintota vertical
m m a

igual a —K,, la cual permite estimar la constante de disociacion del activador de

la enzima libre (K£).

3. Sitios mutuamente excluyentes

La dependencia de la velocidad de reaccién segun el Esquema 7.1 es

descripta por la siguiente ecuacion:

v [E-ATPkq+[ENC-ATPlk gy (19)
[Elo ~ [E]+[E-ATP]+[ENC]+[ENC-ATP]+[EC]+[EC-ATP]

Asumiendo que la velocidad de uni6on y disociacion de sustrato,
productos y efectores es mucho mayor que k2., y k., s posible remplazar las
concentraciones de cada una de las especies de enzimas en funcion de la

concentracion de ligandos y constantes de disociacion de los mismos:

[EI[ATP], 0  [E]I[NazSO3][ATP], /
Keat Kecat

v Karp aK aTPK g(n ) 20
E - = [EN[ATP] : [E][Na,S03] : [E][Na,SO3][ATP] : [E][Na,S03] : [E][Na, SO3][ATP] ( )
Katp  Kyney  @KarpKgne Kaco BKaTPK g(c)
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Dividiendo numerador y denominador por [E]

[ATP], 0 o [Na2503][ATP], )i .
Kcatt Kca
v Karp aKaTPK yne) 21
[Elo  14IATPI [NazSO3] [NapSOSIIATPI [NapSO3] [NazSOSIIATP] ( )

Karp Kawne) KatpKanwe)  Kao BKaTPK 3(¢)
Multiplicando numerador y denominador por K,rp Y ambos miembros de

la ecuacion por [E], y agrupando en [Na,SO3]:

1

V0 i [ATP1 4V, o [Na,SO05][ATP]
_ aKgNe)
v= (22)

KATp+[ATP]+( Karp , [ATP]  Karp IATP] >[Na2503]

Kawney “Kawvey Kacey PXaco

Dividiendo numerador y denominador por (K,rp + [ATP]):

0 [ATP] s [ATP] (N@sSO
MAaxX(K yrp+[ATP]) max“Kd(Nc)(KATP"’[ATP])L a;503] (23)
v =
(KATP+[A£P]>+<KATP +%>
Kawce Kacc
o) ©_J (nay504]

(K oTp+IATP])
En resumen, la ley de velocidad correspondiente a este modelo de
reaccion es equivalente a la relacion de dos polinomios de grado uno, no

compatible con los resultados descriptos en los Capitulos 4,5y 6.

4. Sitios no mutuamente excluyentes

La dependencia de la velocidad de reaccién segun el Esquema 7.2 es
descripta por la siguiente ecuacion:

v k2 [E-ATP]+k .4 [ENC-ATP] (24)

[E]o [E]+[E-ATP]+[ENC]+[ENC-ATP]+[EC]+[EC-ATP]+[ECNC]+[ECNC-ATP]

Asumiendo que la velocidad de unidon y disociacion de sustrato,
productos y efectores es mucho mayor que k2, y k... es posible remplazar las
concentraciones de cada una de las especies de enzimas en funcion de la
concentracion de ligandos y constantes de disociacion de los mismos vy

dividiendo por [E]:
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ATP ATP
gétl[( Ly cét AP [Na,s04]
v _ ATP aKATPKd(NC) 25
[E]O - 14 [ATP] \ [Na2503] . [ATP][Na2503] . [Na2503] . [Na2503][ATP] . [Na2503]2 . [Na2503]2[ATP] ( )

KaTP " Kyney @KatpKawe) Kae)  PKaTPKay KNoKane) YKATPKYGKamc)
Multiplicando numerador y denominador por K,rp Y ambos miembros de

la ecuacion por [E]y:

[ATP]
VO i [ATPI+V o [NazS03]

o= Kawe (26)

,KATP[N02503]  [ATP][Na3503] IKATP[NU—ZSO?,] ,[NapS03][ATP] | KATP[N112503]2 ) [Na2503]2[ATP]
K aTp+[ATP]+ t t t t t

NC NC
Kawno “Kg(Ne) Kao BK (¢ KaoyKawney YKaoKawce)

Agrupando en [Na,SOs]:

[ATP]

Vimax [ATP1+Vyp 40— ———[Na3503]

aKy(Ne)
v = (27)
<KATP +[A;1;P]>+ Karp +[A;P] K +IATP]
Kano Kaco

[Na2503]+<m7”)[1va2503]2
Dividiendo numerador y denominador por (K,p + [ATP]):

KATP+[ATP]+

NC
KaoyKawo)

0, [ATP] T [ATP]
max(KATP+[ATP]) I maxaKd(NC)(KATP+[ATP])

= a
<KATP+[A£P]>+<KATP+[ ;P]> <KATP+[A;I;P]>
K K kNC K
d(NC d(c dioXawc
1+ ( ) © [Na2503]+7( ) ( )

(K arp+[ATP]) (K o7 p+[ATP])

[Na;S03]

(28)

[Na2503]2

Esta ley de velocidad es equivalente a la relacion entre un polinomio de
grado uno y uno de grado dos, compatible con los resultados descriptos en los
Capitulos 4,5y 6.

Agrupando en [ATP] la Ecuacion 26:

r [NapS03]
(V1011éx+Vméx e )[ATP]

aK
v= = — (29)
KATP 1+< + ! )[Na2503]+%\?2$3] +[ATP][1+< + )[Na2503]+[x‘22$3]]
Kawve) Xa(o) Kao)yKawe) aKaney PKaco) YKaoyKave)
Dividiendo numerador y denominador por [1+( LI )[Na2503]+m,\?f$3]2]i
aKgney  BKa YKaoyKawey
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Vgnax V;néxﬁ[Na2503]
d(NC) (ATP]
1+< ER— >[Na2503]+7[11\\’,22503]2
v = aKgvey PKaco YKaioKawo) _ Vinax[ATP] (30)
K, +|ATP
1+< r 1 )[Na2503]+7[lflvgzso3]2 m+[ATP]
Karp Kawo) ¥ao KaoXawo [ATP]
1+ ER— [Naz503]+7[Nazso3]2
aKgney PKaco YKgioXae)
Por tanto:
VT(T)lax Vimax - K—l [Na,503]
v _ d(NC) 31
i —— 1 (31)
1+ + [Na2503]+NC—[NaZSO3]2
aKgney PKao YKagio)Kawo)
1+<K L +K1 )[Na2503]+W[Na2503]2
Km — KATP d(NC) d(c) d(C) d(NC) (32)
1+< L + )[Na2503]+M;[Na2503]2
aKgney PKao YKgoXae)
Vr?tax Vr’néx X = [Na,S03]
Vmax _ 2RaNe) (33)
Km

1+< +
Kaweo) Kaco

Karp

)[Na2503]+7m: L [Na,S03]?
K K
d©)*d(Ne)

5. Sintesis de ATP a Pi constante (modelo simplificado)

La ley de velocidad para el modelo presentado en el Esquema 7.4 es
igual a:

v k2, [E-ADP-Pi]+k/4 [ENC-ADP-Pi] (34)
[Elo _ [E-Pi]+|E-ADP-Pi]+[ENC-Pi|+[ENC-ADP-Pi]+[EC-Pi] +|EC-ADP-Pi]+|[ECNC-Pi]+[ECNC-ADP-Pi]

Remplazando las concentraciones de las especies de enzima por su
igual, asumiendo que la velocidad de unién y disociacion de sustratos,

productos y efectores es mas rapida que k.q: Y kgt

o _[ADP] ., [ADP][NaySOs]
v “Uaokapp " ar il pkbine 35
[Elo  14_[ADP] [NaZSO3] [ADP][NaZSO3] [Na2503] [ADP][Na2503] [Na2503] 4 [ADP][Na2503]2 (35)

NC C Pi NC,C Pi,Pi
@K app  Kanc) alKADPKd(NC) K&tc) “ZKADPKd(c) Kd(NC) d(C) asKypp KN Kaine

Multiplicando numerador y denominador por ayK,pp Y ambos miembros

por [E]o
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V3 ax [ ADPI+Vr s, — X ADE—[ADP][Na;S05]

v = a1KappKa(ne) ( 6)
aOKADP[Na2503]LO‘OKADP[ADP][NaZSOﬂL“OKADP[Na2503]L“OKADP[ADP][NU'ZSO3]
Ksézvc) I “1K%5PK§ch) I Kgfc) I aZKElDPKZEC)

aoK 4pp[NazS0312  agK 4pplADPI[Na;S03]?

Pi NC,Pi NC,C,NC.PiPi
KanoyXaco 3K ppKac) Kave)

4
T

aoK,pp+[ADP]+

Agrupando en funcién de [Na,SOg]:

0 / @oKapp
Viax [ADPI+Vy s ——p=—ABE—[ADP][Na,505]
v = “1KappKa(ne) /37)
- \
1 [ADP] 1 [ADP] apK [ADP]
oK app+[ADPl+aoK app|—p7 /1: roml K= /1: = [NazSO3]+—prall (1= vee | [INazs03]2
K Tk kP \""ayK Pk | NG,
d(NC) 1%4Dpp d(c) 2R ADP dc) Xaoe 3K, pp

Dividiendo numerador y denominador por (a,K,pp» + [ADP])

Ve, [ADP] e a0Kapp [ADP] -
Max(qoK gopp+[ADP]) = Max (aoK 4pp+[ADP]) "

4 NayS0s]
NC Pl 2503
@1 KappKane)

v =
1 [ADP] 1 [ADP]
P.7<1+ Nc) o <1+7C>
Kaino)\  “1Kapp .KdEC) a2Kapp

1+aoKapp

(38)

[ADP]

1 NCC
. [Na,S05]+—roKapp / *3K4pp \[Na2503]2
| (@0Kapp+[ADP]) " (aoKapp+lADP)) | Kg’(cc'g”KSENC)' (aoK app+[ADP])
| ] \

Agrupando Ecuacion 36 en funcion de [ADP]:

[ ! aoKopp
(Vméx+VméxW[Na2503] [ADP]
1%ADP®d(NC)

(39)
N 2
1+(—Pi1 +—P1i )[Na2503]+_15€?is%3i] ]Jr

aoKapp
Kainey Kao) a©) Xao

[ADP]

agK . agk . aoK [NapS03]?
1+< <NC AI?PPi " KC Aﬁ’f?i >[N“2503]' NCCNC R P
a1KappKavey *2KappKa(c) a3KappKac) Ka(nc)

Dividiendo  por 1+( oRape 4 “"“DP.)Na S0,] + %oRaDP____ [Na,S05]?
P alKﬁngKg(lNC) aZKgDPKg(LC)[ 2505] a3K114Vg;EKrIIV(%)PLK§(lNC)[ 2505]

numerador y denominador se obtiene:

0 ’ ®oKapp
Vméx"'Vméxa KNC KPi [Na2503]
1% ADP*d(NC) [ADP]
L
apK ) apK ) apK
1+< kNC AKDPPL‘ T aoKC Azl;i [NazSO3l+—xer N%?Ppi pr—NazS03]?
v = a1KappKainey @2KappKg(c) 3K ppKac) Kavey (40)
1 1 1
1+<KPi + Pl )WazsosHW[N“ZSOS]Z
2ok app d(ve) td(o) a¢) Xavo L [ADP]
+
K K K
14| —07ADE_ OCADE.\(NaySO3)+——yp oy ARE ———[Na,S03)2
a KNC kPl azKG L KPL azskNCOCKNCPigPi
1%ADPHA(NC) *2®ADP™d(C) 3%appPptd(C) “d(NC)
En consecuencia:
0 ’ 20Kapp
Vméx"'Vméx NC Pi [Na2503]
Vv a1KAppKaine) (41)
max
@oKapp . ®0Kapp , 20Kapp
1+< NC ., Pi t C Pi [Na2503]. NC.C ,NC.Pi,Pi [Na2503]2
a1KappKaine)y *2KappKg(c) a3k, ppKac) Kane
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1 1 1 2
1+< +KT>[Na2503]+W[NaZSOS]

Pi
K - Kaive) Ka(o Kao) Kane) (42)
m(ADP) 0ADP 1+( aoKapp ) aoKapp )[Na2503] \ NCgoKADP [Na2503]2\
NC Pi ! C i ' ,CwNC.Pi,Pi
@1KappKaine)y “2KappKa(c a3KappKac) Ka(ne
0 !
vy . vl . 1
max 1 max I
. = [Na,SO0s]
NC_ P (VdzoC3
Vi aoKapp a1K4pp KdéNC) (43)
K
m(ADP) 1+<KP++K%)[NQ2503]+W[Na2503]2
d(Ne) "d(o) a©) Xane)

6. Sintesis de ATP a ADP constante (modelo simplificado)

La ecuacion de velocidad para el Esquema 7.5 es:

v k24¢[E-ADP-Pi]+k/ 4 [ENC-ADP-Pi]

[Ele _ [E-ADP]+[E-ADP-Pi]+[ENC-ADP]+[ENC-ADP-Pi]+[EC-ADP]+[EC-ADP-Pi]+[ECNC-ADP]+[ECNC-ADP-Pi] (44)

Remplazando las concentraciones de las especies de enzima por su
igual, asumiendo que la velocidad de union y disociacion de sustratos,

productos y efectores es mas rapida que kgq: YV Keas:

o _[Pil s [PillNaySO3]
CatgoKp; Aty gNCADP

a K

v o ri Ka(ne) (45)
Elo 14IPil_ [NaSO3]  [PillNazSO3] | [NapSO3], [Pil[NapSOs] [Napys03]2 | [Pil[Na,503]%
a T L,ADP T NC,ADP " ADP T C wADP ", NC,ADP A NC,C,,NC,ADP
*oKpi- Kginey *1KpiKainey Kaicy —“2KpiKaicy Kad KiiNc) @3Kp; Ka© KitNe)
Multiplicando numerador y denominador por a,Kp; Yy ambos miembros
por [E]o
. Kpj .
V0 [PV s——nooe Bl [Pi][Na;S03]
_ a1Kpi KG(Ne) (46)
v= p KP_+[Pl,]LaoKpi[Nazsog]iaoKPi[Pi][Na2503]i0£0KPi[N112503]LaoKPi[Pi][Nast:;]L
o Kate) KR KGN Ka @Kp KA
agKpilNaS0312 | agKp;l[Pil[NapS03]?
NC,ADP ' NC,C,_,NC,ADP
Ka&y  Kdiney @3Kpi“Ka@y  Kaiioy
Agrupando en funcion de [Na,SOg]:
Ve [Pi+Vysr——a0XPL_[pi)[Na,505]
_ a1Kp; KGNy 47
Ve 1 P\, 1 (. _IPi aokp; ([P (“47)
agKpi+[Pil+agKp; 1+ >+ 1+ ) [Na,S03]+ L 1+ >[Na 50312
R A T A A T R L i T 2

Dividiendo numerador y denominador por (ayKp; + [Pi])
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0 [Pi] v aoKpj [Pi]

-
Vmax(“oKp; pl]) maxalKgich(DI\fC) (aoKPi+[Pi])LNa2503]
V= [ '| (48)
[ _[pil [Pi] 1 Ko [Pi]
I 1+a1KgiC 1+a2Klgl I[ ] @oKpi| 1+ . g:: o
1+a0Kp' —+ Na2503 + Na2503
EI-Kd(NC)(aoKpl (Pi])  KARS (aoKpi+[Pi])| (Ka@s " Katne) (@okpi+IPil) |

Agrupando la Ecuacién 46 en funcion de [Pi]:

0 ! aoKp ;
<Vmax Vméxmu\lazsosowl]

(49)
1+<ﬁ+ﬁ> [Na2503]+m[Na2503]2
d(NC) d(0) a0 d(NC)

aoKp;i

: “OKPL . @oKp; ®oKp;j r 2
[P‘][l"‘(a «NCgADP_t-—C  ADP [Naz503]+ a3 KNCCKNCADP ADP [Na;503]
1KRC KGN G @2Kp KA as 4 Kdaino

Dividiendo numerador y denominador por [1+( N Lk “"K”;DP) [Na,SO05] +

a1 Kp{ d(NC) aZKPLKd(C)

aoKpi
NCC NC,ADP [Na2503] .
azKp; Ky K&“{,’VIZ)

0 ’ 2oKpj
VimaxtVmax NC ADP [NazS03]
aq K Kd(NC) D
[Pi]
aoKPl' ) aOKPl aOKP 2
1+<a KNCRADP e app [IN2S031+ = e, NCADP, app (N92503]
v = 1%pi ®d(NC) *2%Pitd(C) Pi  "d(C) d(NC) (50)
1 2
1+<K ADP +KADP>[N“2503]+—NCADPKADP [Naz503]
oK d(NC) "d(C) a© d(NC) +[Pi]
0 i
agKp; apgK agK
1+ NC AP+ ADp |INa2SO03l+——yrr—prhb s — s —Na; S03]2
a1Kpi K azKp K azK K K
Pi “d(NC) Pitd(C) Pi  7d(0) d(NC)

En consecuencia:

’ @oKpj

0
Vimax+tVmax——nNc.app INa250s]
V _ alK Kd(NC) (51)
max —
lZ()KPl | aoKPl aoKPl r 2
T+ ——Nc,a ~C ADP |INa2S03]4 NCTNCADP ADP [NazS0s]
a1Kp{KGiiey @2KpKa0 a3kp; " Kgey  Kaivo

1 1 1 2
1+<—ADP +_ADP>[NaZSO3]+—NC,ADP ADP [Na2503]

K K
d(NC) 7d(0) d(C d(NC)
Kmpiy = aoKpi = (52)
1+ aOKpl " @oKpj [N S05]+ aoKpj [Na,S03]2
—NCxA —kC xAD 425031+~ NCC NCADP app_ V42503
18p; d(NC) 2%pi d(C) a3fp;i " Rgcoy d(NC)
0
Vinax ' Vmax 1

ADP |_Na2503]
d C
PI. (NC) (53)

Kmpi) 1 1
(PD) 1+<KADP +KADP [Na2503]+m[Na2503]
d(NC) d(0) 21(o) d(NC)

apgK
Vimax 0Kpi a1k
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