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1) Introducción.- Entre los intercambios de energía que se produ-

cen en los seres vivos existen varios procesos, como la fosforila-

ción oxidativa, fotofosforilación, transporte activo, contracción 

muscular, actividad electrogénica y luminiscencia, que implican 

la transformación directa de unas formas energéticas en otras. El 

transporte activo y la fosforilación son los más universales entre 

estos procesos de transducción de energía y se caracterizan por 

no realizarse en solución, sino a nivel de membranas celulares es-

pecializadas. En el caso del transporte activo la energía proceden

te de la hidrólisis de ATP, catalizada por proteínas de membrana 

con actividad adenosinatrifosfatasa (ATPasa), es utilizada en la 

formación de un gradiente iónico a través de la membrana. En la 

fosforilación, el proceso es en cierto modo inverso; el contenido 

energético de una distribución asimétrica de protones a través de 

la membrana, generada por la actuación de la cadena transportado

ra de electrones, se utiliza para la síntesis de ATP. El eslabón 

final de este proceso está mediado por proteínas asOciadas a la 

membrana, los factores de acoplamiento de fosforilación F1 , tam

bién conocidos como ATPasastranslocadoras de protones (por catali

zar la reacción inversa, el transporte de protones acoplado a hi 

drólisis de ATP) (1). Estas proteínas están localizadas en la mem-

brana mitocondrial interna, en las membranas de cloroplastos y en 

las membranas plasmáticas de bacterias y presentan todas ellas 

considerables semejanzas .estructurales (1). Su estudio ofrece un 

doble interés, por sus implicaciones en el mecanismo íntimo de la 

transducción de energía y por la problemática de la interacción 

proteína-entorno en el complejo sistema constituido por las mem

branas biológicas. 

Este trabajo se ciñe fundamentalmente al estudio de la molé

cula del factor de acoplamiento en solución y sus subunidades;pero 
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aporta, sin embargo, resultados originales de interés más amplio, 

tanto en el campo de la Bioenergética como en el de las Membranas 

Biológicas. 

Se ha utilizado fundamentalmente un factor de acoplamiento 

de fosforilación oxidativa bacteriano (BF 1), ATPasa de M~e~oeoeeuh · 

lqhodeiktieuh (3,4). Esta proteína, asociada a la membrana plasmá

tica por su cara interna (5,6), puede s e r solubilizada con conside

rabl e selectividad (4,7), desplazando la interacción proteína-mem

brana mediante la utilización de tampón de baja fuerz a iónica, 

desplazamiento que muy probablemente es reversible (8). El enzima 

a soc i ado a membrana presenta formas interconvertibles con un prob a 

b l e signi fi cado regul a tori o (9, 10 ), a sí como ca rac t er ís t i cas a l o 

t ópicas, e s t o es, d ife renc i a s en estimula c i ón po r tripsina y ac ti -

vación por Ca++ y Mg++ entre los estados asociados a membrana y 

soluble (4). 

A continuación , en l os cuatro apartado s siguientes , s e revi 

san brevemente la purificación, composición y características qui

micofísicas de BF 1 de M.lqhodeikt~euh. Después se examina mas de

talladamente el objeto del presente trabajo, la desnaturaliza~ión 

de esta proteína por urea y clorhidrato de gu.anidina, el aisla

miento y caracterización de sus polipéptidos mayoritarios a y a 
como monómeros en estructura desordenada y la capacidad de a y a 
para agregar y replegar hasta conformaciones similares a la de la 

proteína oligomérica nativa al retirar el desnaturalizante . 

Se ha dado preponderancia a la .discusión de los resultados 

sobre la descripción, posiblemente tediosa,de los métodos experi 

mentales empleados, de los que se dan exclusivamente las . referen

cias bibliográficas; el fundamento de la mayor parte de los méto

dos quimicofísicos se encuentra en el libro mencionado en la refe

rencia (2). 
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2) Purificación de ATPasa. - La obtención de BF 1 puro se ha llevado 

a cabo en un solo paso a partir de la proteína solubilizada cruda, 

bien mediante cromatografía en gel (Sephadex G200 o Sepharose 4B) 

(11) o electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida (12); 

este segundo procedimiento permite la obtención de cantidades rela ~ 

tivamente altas de proteína (20-30 mg en una semana de trabajo), 

de pureza mayor que el 98\ de acuerdo con análisis por electrofore-

sis en gel de poliacrilamida,a varios valores de pH y concentracio-

nes de gel, y homogénea en la ultracentrífuga analítica (velocidad 

de sedimentación) (figura 1). 

movilidad relativo 

ílllldllbdllílllíll 
FJ( ;LJfl/\ 1 .- !'art e superior: tra za do densitomé trico de la e l l'ct rofo· 
resi s analitica (poliacrilamida 7\, pll 8,7) (11) d e 50 µg de 
/\Tl'asa purificada mediante e l ect rofores i s preparativa. !'arte in 
ferior: perfil es <le Schl i e r e n de la <listribuci6n d e Ja proteína 
en un a experi e ncia <l e vclocid;1<l <le sc<limentaci611; la co11ccntra
ción inicial d e proteína íué de S mg mi - 1 y la s fotografías se to 
maron a"· intervalos de 4 minuto s a partir J e Jos 20 minuto s J es
pu6 s de alcanzar la velocidad de Sh .0 00 rpm en la ultrac e ntrífu 
ga analitica (11). 
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La utilización de sistemas electroforéticos de alta resolu-

ción permite apreciar microheterogeneidad, consistente en el des-

doblamiento en tres bandas. El análisis de los datos mediante la 

representación de Ferguson (13) aparece en la figura Z. La pendien

te de las rectas es función del peso molecular y la ordenada en el 

origen de la carga neta (14). Las tres especies moleculares poseen 

cargas muy próximas y diferencias de talla molecular menores que 

10 . 000 d (15); esto no representa impureza, sino que se justifica, 

como veremos más adelante, en virtud de la naturaleza glucoprotei-

ca de BF 1 y sus subunidades . 

'Y. bcrilomldo 

FIGUHA 2.- Reprc •e nt ac i 6n de Ferguso n {v.texto) par a el comporta
mi e nt o e l ect r o fo r 6tico de la s tres e•pccie• molecularc• de ATPn•a 
e n e l ect rofore• i s de a lt a re so luc i ón (ge l de poliac r ilamida de 
20 cm, pll 8, 7) (15) . 
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3) Polipéptidos constituyentes.- Mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida en condiciones de disociación y desnaturalización 

(figura 3), se observa la presencia en ATPasa de varios tipos de 

cadenas peptídicas que denominamos subunidades a,B y y, no unidas 

entre sí por puentes disulfuro (11,12); los pesos moleculares apa

rentes en el sistema de poliacrilamida-dodecilsulfato sódico son de 

52.000 ~ 5.000 d, 47.000 ~ 4.000 d y 28.000 ~ 3.000 d, respectiva-

mente. La proporci6n relativa aparente (de acuerdo con la intensi-

dad de tinci6n de las bandas) -es de 1 mol de y por cada 3 de a y 

3 de B ( 11) . 

Una subcepa de M.lyhode~kt~cuh (obtenida cambiando el medio 

de cultivo) produce una forma molecular de BF 1 , designada como 

ATPasa-B (para distinguirla de la proteína descrita hasta ahora a 

la que nos referimos como ATPasa-A o simplemente ATPasa), quepo-

see una composici6n de subunidades ligeramente diferente (16); la 

presencia del polipéptido E, inhibidor natural de la actividad 

ATPasa, hace necesaria su separaci6n de la proteína nativa o la 

digesti6n por tripsina para expresar completamente la actividad 

catalítica (17). 

o 

E 
e 

:'6 
o '·º 

IO 

.6 IO 

~ o 
~ 

.Q 
b 

e 
o 1,0 

movilidad relativa 

FIGURA 3 . - El e ctrofore s i s e n condicion e s de disociación por dode 
cilsulfato sódico O,li (a) (poliacrilamida 7\, pll 1,7) (12) y 
urea 8 M (b) (poliacrilamida 5\, pH 8,7) (12) d e 30 ~g de Rr-

1
. 
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4) Composic i ón química. Significado . En la Tabla I se recoge la 

composic i ón de aminoácidos de BF 1 de M.lyhade¡ kt¡ cuh, comparada 

con la de BF 1 de St~eptococcuh 6aecat¡h y la de F1 mitocondrial 

(11); se observa una considerable seme janza, aunque la ATPasa de 

M.lyhode¡kt¡cuh presenta porcentajes mas bajos de cisteína y pro-

lina. 

T.\BL,\ l . - Campos ic i ón de aminoácidos de ATPasa d e Mic.1toc.oc.cu6 ly6ode. .i..h :t.i.. c.u6 , comparada con l a 

de l a proteí na de S:t~e.p:toc.oc.cu6 Sae.c.al.i..6 y mitocondri as . 

.:1 mi no!ícidos AT Pasa ATPAsa .\TPasa 
A: . l ~J/J ode..i.k .U.c.uj S. 6aeoalü ( 19) mitocondria l (~ O) 

1 i s i na 3,7 + 0 , 2 6 ' 1 6 . 1 

histi d ina 1 , 9 + o , 4 1 '7 1 • 4 

arginina 7 , 0 ~ 0,8 4 . 5 5 '4 
aspárt ico 9,6 ~ o' 1 10 , 0 7 . 9 

treonina 6 ,6 + o ,6 6 , 7 5, ~ 

se r i na 5,6 + o ,6 6,3 5,ll 

g l utámico 11 '5 + 1, 1 13 'o 12. 5 

pra l ina 2,3 + 0,3 3, 9 .¡ . 3 

g licoco l :i 1o' 1 + o ,4 8,7 9. 7 

alanina 1o'6 + 0,3 8,4 10,0 

ci!'tcina o' 1 6 ~ 0,002 0,325 0 ,4 

\· al i na 9 . 7 + 0 , 8 6,8 8, 2 

mcr io n i na 2' 1 + 0,7 2,3 1 '8 
i 50 1 C' U C i na 4 , 8 + 0,5 6,2 7 '2 

le uc ina 8,4 + 0,5 9 , 3 9 , 3 

ti r o ::; ina 2 . 7 + o ,6 3 , 3 2 1 s 
fcni l ala n ina 3' o + 0,2 3 ' 1 2 '9 

t r i p tófa no 0 , 4 + 0,2 

:\ s ¡1+ Gl u + Lrs • t\ rg+Se r +Th r ( ~ o l a r es 1 
1 . 57~ 0, 09 1 '68 1 • 5 1 

Va l •Lcu• Il c u •~et+P h c( n o po l ares) 
Lvs•:\r c.• ll is (básico s o ,60~ 0 , 07 0, 53 0,63 
,\s p+(;}u (áL idos) 

Los an5 l isi s de a mi11o~c i do s se rea l i za ron en cuat r o prepa r aciones so bre dife rentes tiem 

po s J e hi dró li ~is media nte croma to g r afi a de cambio de i6n ( 11 ). Lo s re s u l ta do s se e x¡1r esan como 

mo l es / 100 ~ole s ~in t crvllo co n fide ncia l para e l 95\ de probabi l idad (d e acu e rdo con l a distribu

c i ón t de Studcn t ). 
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De acuerdo con ensayos colorimétricos convencionales la pro-

teína de M.ly~odeiktieu~ contiene aproximadamente 0,15 g de azúca

res neutros por g de péptido (21). La forma molecular B tiene una 

composición de aminoácidos prácticamente idéntica pero posee un 

contenido menor en azúcar, como ocurre con la ATPasa de cloroplas-

tos (22). Esto ha llevado a examinar la composición de monosacári-

dos de las dos formas de BF 1 y de la proteína de cloroplastos (CF 1) 

(22), que aparece en la Tabla II; es de notar el contenido en ram-

nosa, arabinosa y ribosa, poco usual en otras glucoproteínas (23), 

así como la diferencia entre las porciones sacaridicas de las dos 

formas del factor de acoplamiento bacteriano. 

TABLA 11. - Composición Jl' monosa cá riJos Je 1\TPasa Je <los cepas Je 

Mono s acárir.los 

(mole s /mol proteina)* 

ramnosa 

fucos a 

ribo sa 

arabinosa 

xi losa 

mano s a 

galactosa 

glucosa 

g lucosami na 

galactosamina 

ácido siálico 

Total 

J\Tl'a s :i s 

RF 
1 

- forma A 

3Z 

0-1 

39 

59 

83 

ZZ6 

(factores "1) 

BF
1
-forma 11 CF l 

zo 

56 

Z5 

56 16 

5-8 

1Z4 86 

• Calculado sobre la ba se de los valores de peso molecular: 

340POO para BF 1-A (11), 370.000 para BF 1-B (16) y 325.000 para CF 1 

(:6), tomados como los pesos de toda la mol écula glucoprotéica. Los 

análisis fueron realizados med iante cromatografía gas-liquido de 

los acetatos de alditol (22). 
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La naturaleza glucoproteica de BF 1 y CF 1 se ha confirmado al 

obtenerse glucopéptidos digiriendo exhaustivamente con pronasa la 

parte proteica de la molécula de estas ATPasas (24). Además, ha si-

14 do posible la incorporación ~n v~vo de e-glucosa a la porción sa-

carídica de BF 1 (25). Con respecto a otros componentes no peptídi

cos, la proteína soluble y purificada no contiene fosfolípidos; 

contiene nucleotidos (ATP y ADP) no covalentemente ligados (26). 

No se ha investigado la posible presencia de otros componentes mi-

noritarios, como por ejemplo ácidos grasos. 

Hasta hace poco tiempo se ha abogado por la inexistencia de 

glucoproteínas en bacterias (27). BF 1 de M.lyhode~kt~euh constitu

ye por tanto uno de los primeros ejemplos de glucoproteína bacte-

riana purificada y caracterizada extensivamente (22). Por otra 

parte el caracter glucoproteico de esta ATPasa es probablemente 

generalizable a otros factores de acoplamiento ' bacterianos (21); 

se extiende, como hemos visto,a ATPasa de cloroplastos y existen 

indicios de que F
1 

mitocondrial puede ser también una glucoproteí

na (reacciones colorimétricas para azúcares y reacción positiva 

previa electroforesis en gel con ácido peryódico-reactivo de 

Schiff) (22). Se puede, pues, empezar a considerar la naturaleza 

glucoproteica de gran parte de los factores de acoplamiento de 

fosforilación. La posible significación funcional, en relación con 

el mecanismo de la fosforilación oxidativa y fotofosforilación, 

está por definir (22). 

La adición postraduccional de cadenas de oligosacáridos a 

proteínas se considera como un contenido adicional de información 

(para ensamblaje y/o reconocimiento) propio de proteínas secreta-

das o de proteínas intrínsecas de membrana en su lado externo (28). 
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¿Qué significado tiene entonces la existencia de residuos sa

carídicos sobre proteínas consideradas como extrínsecas (1) y lo

calizadas en la cara interna de la membrana? Se puede considerar 

la posibilidad de que las ATPasas aún siendo proteínas asociadas 

no fuertemente a la membrana, según criterios operacionales (solu

bilización por procedimientos suaves), puedan penetrar en cierto 

grado en zonas hidrofóbicas de la bicapa lipídica y dispongan de 

las cadenas de oligosacáridos, de naturaleza claramente hidrofílica, 

en contacto con el solvente acuoso para un ensamblaje correcto en 

la membrana. En este sentido se están llevando a cabo experiencias 

en este laboratorio para: a) detectar la posible presencia de zo

nas hidrofóbicas en la superficie de BF 1 en solución (interacci6n 

con detergentes suaves, no desnaturalizantes) y b) definir la dis

posici6n topológica de •las cadenas de oligosacárido sobre la pro

teína (digestión controlada por proteasas y modificaci6n química 

o enzimática de los azúcares). En cualquier caso, la posici6n del 

hidrato de carbono hacia la cara interna de la membrana es más di

fícil de explicar (22). 

ATPasa de M.ly~odeiktieu~ no es la única glucoproteína "an6-

mala". Se discute la posible existencia de glucoproteínas (compo

nentes que interaccionan con lectinas) en ribosomas (29a) y croma

tina (29b). Quizás se pueda pues comenzar a considerar la adici6n 

de cadenas sacarídicas a proteínas como un requisito de sistemas 

supramoleculares complejos en general, no exclusivamente de mem

branas. 
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5) Características físicas.- Se han examinado las propiedades mo-

leculares de la ATPasa utilizando técnicas de densimetría, croma-

tografía en gel, ultracentrifugación analítica, espectroscopia ul-

travioleta, dicroísmo circular y fluorescencia (2). En la Tabla III 

aparecen los valores de coeficiente de sedimentación, peso molecu- · 

lar y radio efectivo. Puede observarse el valor relativamente alto 

del coeficiente fricciona! que, si no consideraramos la contribu-

c i ón de hidratación, correspondería a una razón axial de 1 :7 para 

un elipsoide aplanado (30), lo que está de acuerdo con la aparien-

cia asimétrica de la proteína al microscopio electrónico (3). 

T.\111. ,\ 11 1. - l':H:Ímt:tro ~ mo ! C'C Ul : 1 n·~ d e .i\ T l':1sa 

( L'lll re p;1r 0- nt L· s i s "l' in~ l iL -:i L' I mélodo l'mp l eado } 

vo l ümC'n t•spC'c íf ko p;1rci; il n,720 • n,nu s ml g- l 

(dcnsimctrÍa Jt• prt,\C i s ión )' cfilcu l o 
a partir de l a composición quím ic ;J) (1 5) 

peso mol C'c ul;ir :\40.000 + 10.noo J 

(e quilibri o clC' sc climcn t ac ión ;1 a l t:1 
vc l cc i dad) (11) 

coefic ient e de sc Jimcntac i61t 13,h • 0, 2 S 

(v e loc idad c.k sc d i mC'ntación} ( 11} 

coef i cie nt e fri cc i o na l re l at ivo 

(ca l c ulad o del coe f. scd imcntación, Ile so 
mol cc l1lar y vo l. cs 11cc ifi co pa rci:1l ) (IS) 

radi o de l a esfe ra c quiv ;1 l C' 1ll C' 

( c romatografía en ge l ) (IS) 

1. 34 

1s • X 

El peso molecular 340.000 d es, en principio, consistente con 

una estructura cuaternaria de fórmula a 3s3y de acuerdo con los pe

sos moleculares de las subunidades (v. apartado 9) y sus cantida-

des relativas aparentes; sin embargo las estimaciones preliminares 

realizadas mediante equilibrio de sedimentación a baja velocidad 

(31), procedimiento menos influido por la posible existencia de 
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fragmentos de baja talla molecular (31) procedentes de la degrada-

ción de la glucoproteína (32,21), arrojan valores del orden de 

430.000 d (15). Teniendo esto en cuenta podemos considerar igual

mente probablesestequiometrías a 3s3y o a3s3yr Existe un considera

ble desacuerdo con factores de acoplamiento de otros organismos, 

centrandose las opiniones sobre modelos del tipo a 3s3 (33) ó a 2s2 

(34), inferidos de experiencias de marcaje radiactivo de subunida -

des, reconstitución parcial, entrecruzamiento covalente de poli

péptidos vecinos y microscopí~ electrónica. 

En cuanto a sus propiedades ópticas, BF 1 de M.lyhodeikticuh 

presenta un máximo de absorción en el ultravioleta cercano a 

276 ~ 0,5 nm y hombros a 251 ~ 1 nm, 268 + nm y 290 ~ 1 nm (32); 

el coeficiente de absorción a 276 nm es de E = 0,85 lg-lcm- 1 (re-

ferido, como el resto de las propiedades ópticas, a la concentra-

ción de la parte peptídica de la molécula estimada mediante análi-

sis de aminoácidos). El espectro de dicroísmo circular (figura 17) 

presenta dos extremos negativos a 208 ~ 2 nm y 222 ~ 2 nm (32); 

la elipticidad molar del resíduo medio es de (8) 208 = - 8 . 300 grado 

cm 2 decimol-l y (8) 222 = - 8.200 grado cm2 decimol-l y el conteni

do en hélice a, calculado a partir de estos valores (35), del or

den del 20\ de los residuos. La proteína excitada en el máximo de 

absorción de luz presenta fluorescencia con máximos de emisión a 

325 + 1 nm y 336 ~ 1 nm (figura 18) correspondientes a, por lo 

menos, dos familias de triptófanos no libremente expuestos al sol-

vente acuoso (36); la forma del espectro de excitación es muy pa

recida a la del espectro de absorción de luz. 
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6) Desnaturalización por urea y clorhidrato de guanidina.- El fenó-

meno de desnaturalización por urea o por clorhidrato de guanidina 

es complejo y parcialmente reversible. La caída de actividad enzi-

mática (figuras 4 y 5) que se produce entre concentraciones de 

urea O y 2 M (ó clorhidrato de guanidina 0-1 M) se revierte me-

diante eliminación del desnaturalizante por dilución ó diálisis 

(figuras 4 y 5) y concuerda aproximadamente, según experiencias 

realizadas en este laboratorio (62), con una transición conforma-

cional observable mediante dicroísmo circular. En urea 2 M coexis-

ten varias formas moleculares (diferentes estados de despolimeri-

zación) cuya separación y caracterización mediante cromatografía 

en gel y electroforesis resulta problemática debido a la pérdida 

de capacidad de tinción de algunas de ellas (15). En un segundo 

proceso, la capacidad de recuperación de actividad enzimática de 

muestras desnaturalizadas desciende hasta anularse en ~rea 4 M 

(ó guanidina 1,5 M); a esta concentración de desnaturalizante 

coexisten 8-12 especies moleculares (observables ·mediante electro-

foresis en gel de poliacrilamida) (15), que al aumentar la concen-

tración de desnaturalizante hasta urea 6 M se reducen a a,a y y 

separadas (como en urea 8 M, v.figura 3). 

" .;;!: 

ü 

" e 
:si 
8 
~ 

6 

~] (MI 
• 

FIGURA 4.- P6r<li<la de actividad de ATPasa por tratamiento con urea. 
Las muestras fueron preincubadas durante varias horas y ensayadas 
a las concentraciones de urea indicadas (a); sobre muestras tra
tadas en las mismas condiciones, se eliminó el desnaturalizante 
mediante diálisis (b) o dilución (c) (15). 
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IP 

oL-~~-1::::~~__..__~~_._~~~J~ 
1 2 

[clorhidrato de guanldino] (M) 

FIGURA 5.- Pérdida de actividad ATPasa por clorhidrato de guanidi
na (a) y reversión de l proceso por diálisis (h) ó di lución (c). 

Al seguir la desnaturalización de la proteína mediante fluo 

rescencia se observa un cambio bifásico entre clorhidrato de gua-

nidina 0-1 M y 1-4 M (figura 6), resultado probable de más de un 

proceso que no es claramente correlacionable con ·1a caída de ac-

tividad enzimática. 

\ 
·-·~ 

O,f> 

QL-~~__.Jll_~~__.J~~~-J3,...::=:--..~~µ 

[e lorhidroto de guonidina ] (M) 

FIGURA 6.- Descenso de l a fluoresc e ncia de BF 1 por clorhid~ato de 
guanidina (excitación 275 nm, emisión 330 nm) expresado co mo 
fracción de formas nativas (calculada a partir de la s intensi dades 
de emi s ión al principio y final de J3 t r ansición). 
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En el estado final de desnaturalización (urea 8 M, guanidina 

4-6 M) se observan máximos de emisión a 304 nm y 348 nm, en con

traste con la fluorescencia de la proteína nativa (figura 18), que 

corresponden probablemente a tirosinas y triptófanos, respectiva

me nte, expuestos al medio acuoso como resultado de un desplegamie~ 

to completo de las cadenas polipeptídicas (36). Mientras que el 

estado nativo presenta un espectro de d i croísmo circular caracte

rístico de una estructura secundaria significativamente ordenada, 

el estado t erminal de desnaturalización tiene un espectro dicroi 

co sin características peculiares entre 220 y 250 nm (figura17), 

propio de polipéptidos completamente desplegados, carentes de es

tructura secundari a ordenada (37) . 

Re sumiendo, la desnaturalización consta de varias etapas en 

función de la concentración de desnatural izant e . Primero se produ 

cen simultaneamente disociación y desplegamiento parciales de las 

cadenas peptídicas y pérdida completa de la actividad e nzimática ; 

esta parte del proceso parece reversible. Posteriormente conti

nuan el desplegamiento y disociación con formación de numerosas 

especies moleculares . La disociación hasta polipéptidos indivi

duales no se consigue mas que en condiciones de desnaturalización 

completa, que no es directame nte revers ib le. Otros métodos de des 

naturalización más s u ave s, como cambios e n fuerza iónic a y pH, si 

bien han revelado interesantes propiedades de la proteína, tampoco 

permiten la separación de subunidades relativamente nativas (32). 

Así pués la desnaturalización completa de ATPasa de M.ly6o

deikticu6 por urea y clorhidrato de guanid ina no es reversible al 

eliminar el desnaturalizante, a diferencia de lo que ocurre con 
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otras proteínas oligoméricas (38-41). Los pr oced i mientos de desna 

turalizaci6n por dodecilsulfato s6dico y posterior eliminaci6n del 

detergente (42) producen también resultados negativos. Más adelan-

te encontraremos una explicaci6n de estos hecho s al estudiar el 

comportamiento de cadenas peptídicas individuales de ATPasa en 

presencia y ausencia de desnaturalizante. 

7) Purificaci6n de las subunidades mayoritarias a y a.- La carga 

neta negativa de a . es menor que la de a a pH neutro-alcalino (12), 

lo que permite su separac i 6n completa en un sistema de electrofo-

resis en gel de poliacrilamida-urea 8 M (12) llevado a escala 

preparativa (21) (figur a 7). 

rnorilidad relotiYa 

1 
~I ! • 

l -1 I!! 
·;¡ 

i b 

o o 

e 
o 

FI GURA 7 . - Ais l a mient o de l as su bun ida d es a y 8 me d ian t e e l ect r ofore s i s pre~ ' ar3t i\ · a Je O 1 1:n 
u r ea 8 )t a pH 8 , 7 (a) (20 mg d e BF 1) , pH 8 (b) (30 mg) y pH 7 , 2 (e) ( 10 mg) ( 21) . La 11 n o'""' 
sa r epresen ta con c e nt ración d ~ . pr o t e in a y l as line a s de trazo fino e n (a) y 1b1 raJioact ,- 1 ~~d 
(de un a pequefia can t idad de 14C-a c eti l -ATPasa (15 ) afiadida como ma r cado r ) y 3bsorci6n a U1• !l r 
r espec t ivame nt e . 
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Se obtienen preparaciones que, analizadas mediante electro-

foresis en gel de poliacrilamida con urea 8 M o dodecilsulfato a 

diferentes valores de pH .Y concentraciones de acrilamida, son ho-

mogéneas en porcentaje superior al 92\ (61). La mayor parte de las 

bandas de disociación de BF 1 en electroforesis con dodecilsulfato,° 

asi como a y S, dan reacción positiva con ácido peryódico-reactivo 

de Schiff (figura 8), lo cual es una primera indicación de su na

turaleza glucoproteica (se comprobó que la reacción era positiva 

con albúmina de huevo y negativa con tripsina, lisozima y seroal-

búmina). 

e 
·o 
·¡; 
..... 
o 
CI) 
.Q 
e 

0,30 

e _________________________ , --

r , . 
1 1 
1' 
1 l 
1 1 

: \ 
\ 
\ 
.... _________ , 

0,76 0,80 

movilidad relativa 

1,0 

FJGUN~ 8.- Análisis e lectrofor6tico de 20 µg de ATPasa {a) 6 µg 
de ex {b) y 6 µg de fl (c) (dodecilsulfato O, 1\, acrilamida 7i pll 8) 
(61). La . linea continua repr ese nta l a tinción para hidratos de 
carbono y Ja discontinua Ja correspondiente a proteína (61). 
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Cuando se purifica la subunidad a por electroforesis en sis-

temas alcal~os se obtienen preparaciones microheterog~neas que 

consisten en 4-5 bandas muy pr6ximas en electroforesis con urea 

8 M y al menos 2 componentes en electroforesis con dodecilsulfato 

(21). Se producen transformaciones similares incubando a pH 9-11 

(lh, 37ºC) muestras consistentes en: 1) a aislada y estructural-

mente integra, 2) mezclas de a y 8, 3) ATPasa desnaturalizada por 

urea o dodecilsulfato y 4) ATPasa nativa, a concentraciones 
-1 30-40 µg ml de cada subunidad. La extensi6n de la degradaci6n 

depende del pH del tratamiento y sigue el orden a < a + B <ATPasa 

desnaturalizada < ATPasa nativa. De forma análoga, el almacena -

miento prolongado a -20ºC (varios meses) de a a pH 8,4 con urea 

8 M produce un aumento en la proporci6n de formas degradadas, que 

se minimiza a pH 7,5 con clorhidrato de guanidina 6 M (21). 

Probablemente este sistema de electroforesis preparativa en 

presencia de urea 8 M sea el más sencillo y de comportamiento más 

predecible de los utilizados hasta ahora para la purificaci6n a 

escala preparativa de a y B de ATPasas . Constituye además , la pri-

mera purificaci6n llevada a cabo con a y B de una ATPasa bacte-

riana (21). 
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8) Composición química de a y B¡ justificación de la microhetero-

geneidad y labilidad.- La composición de aminoácidos de a y B 

y su contenido en hexosas aparecen en la Tabla IV. Puede observar

se una semejanza considerable con las correspondientes subunida

des de ATPasa mitocondrial y de cloroplastos, aunque éstas no po

sean triptófano. La subunidad a de BF 1 se diferencia de B por el 

aumento en el índice de aminoácidos básicos/ácidos (lo que puede 

justificar su menor movilidad electroforética a pH alcalino), el 

contenido mas bajo en aminoácidos aromáticos y la doble cantidad 

de hexosas. 

La naturaleza glucoproteica de a y B, además de confirmar 

la de BF 1 , justifica muy probablemente la microheterogeneidad y 

la labilidad. En efecto, la microheterogeneidad observada en BF 1 

purificado (v .. apartado 2) es correlacionable con la de la subuni

dad a (v.apartado 7); se hace patente un aumento en la degrada

ción de a en preparaciones de BF1 que poseen un incremento en la 

proporción de las especies de más alta movilidad relativa en elec

troforesis y una baja actividad ATPasa. La microheterogeneidad de 

BF1 puede estar por tanto causada por la microheterogeneidad de 

a y esta última, característica de glucoproteínas (23), puede jus

tificarse como resultante de la posible presencia de diferentes 

porciones oligosacarídicas unidas a polipéptidos con la misma se

cuencia de aminoácidos. 

También se ha observado microheterogeneidad en AT-Pasas de 

mitocondrias, cloroplastos y Aleal~geneb 6aeeal~b (43). Por otro 

lado, parte de la literatura sobre F1 mitocondrial recoge indicios, 

más o menos velados, de microheterogeneidad o degradación de a 

(19,44,45). 
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Nuestro caso (21) es probablemente el primero en el que se 

ofrece una explicación razonablemente satisfactoria y de aplica

ción generalizable (22). La degradación en medio alcalino podría 

justificarse por l a naturaleza del enlace glucopeptídico (p . e. en

lac e 0-glucosídico a serina o treonina, susceptible de sufrir una 

B-eliminación en álcali), (23), aunque la s experiencias encamina

das a probar es t a hipót es is no han producido todavía resultados 

concluyentes (22); para exp licar la degradación hasta tallas mol e

culares pequeñas (movilidad relativa cercana a 1 .O en electrofore

sis e n gel de poliacrilamida 7i con dodecilsulfato sódico) (32) 

habría qu e recurrir a postular l a exis tencia de puentes sacarídi

cos entre frag mentos de cadena polipeptídica . Por otra parte, el 

hecho de que bajo la s mismas condiciones y a concentraciones equi

valentes de a y B se produzca mayor degradación de a en BF 1 nati

vo que e n a a i s lada (v.apartado 6) no es fácil de explicar, si te

nemos en cue nta que se ha excluído experimentalmente la posibili

dad de prot e oli s is convencional (32). De forma completamente espe

culativa se puede sugerir la existencia de una intervención cata

lítica (no necesariamente enzimática) de otros grupos funcionales 

de BF 1 en la hidrólisis de los enlaces lábiles de a; esta posibi

lidad puede no ser improbable en exceso, si tenemos en cuenta que 

muy recientemente se ha descrito la degradación espontánea de al

búmina de huevo y hemoglobina, habiendose excluído la posible con

taminación por proteasas y propuesto un mecanismo de hidrólisis 

de enlaces peptídicos (47). 
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9) Peso molecular de a y 6 . - La determinación de los pesos mole

culares de a y B es problemática debido a tratarse, como ya hemos 

visto, de glucoproteínas susceptibles de degradación. Esto ha 

obligado a utilizar una variedad de métodos, bien semiempíricos, 

como electroforesis y cromatografía en gel, o absolutos, como equi ~ 

librio de sedimentación. 

' El comportamiento de a y B en electroforesis en gel de polia-

crilamida con dodecilsulfato sódico es normal comparado con el de 

proteínas patrón. En la figura 9 aparece la representación de Fer-

guson (13) de los dato s obtenidos. 

~ 1, 
.sz 
f 

1.5 1. Z..6 
Ktt ( unidad~ arbitrarlas) 

% ocrilomido 

FIG URA 9.- Comporta mie n to e l ect r ofo r é t ico co n dodeci l s u lfato, µ 11 7 , 2 (2 1); r ep rc sc nt:.ic ón de 
Ferg u son pa r a~ . B, pr oteínas patr6n ( 1 ,2,3 y 4 son respectivamente urca sa , seroalh~m1 3, cat:1l :1 
sa y lacticodes hi droge nasa) y la glucop r otei na ovoa l bamina (oA). En el recuadro pcyl 1 ~fi ~~ r~

presen t a e l calibrado de peso molecu l a r f re nt e a coeficiente de r etención (~ . e l texto 
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Puede observarse como las rectas de las proteínas patrón,de 

a y de B tienden a converger cerca del eje de ordenadas (sus com-

plejos con dodecilsulfato presentan relaciones carga/tamaño hidro-

din§mico efectivo muy próximas) (51), , excepto ovoalbdmina, gluco

proteína que se desvía del comportamiento típico. De la relación 

aproximadamente lineal entre la pendiente de la representación de 

Ferguson (KR, coeficiente de retardo) y el peso molecular (figura 

9) se obtienen, por interpolación entre los de los patrones, valo-

res de peso molecular de 63.000 ~ 3.000 d para a y 58.000 + 3.000d 

para B. El tratamiento de los datos mediante el procedimiento 

usual, es decir, la representación de peso molecular frente a mo-

vilidad relativa (48) (figura 10), arroja pesos moleculares de 

62.500 + Z.000 d y 58.000 ~ Z.000 d, respectivamente. 

~ .,. 
'Q 
)( ... 

..Q 
:J o 
CI 
o 
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o 
"' CI 
a. 
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o 0,5 

mcwilidad relativa 

FIGURA 10. - Datos de la fig ur a anterior representados en forma de logaritmo del peso mol ecular 
frente a movilidad relativa para la estimación de pesos moleculare s aparentes de n y : a di f e
re nt es concentraciones de acrilamida (v . el texto). 
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Este método de electroforesis con dodecilsulfato está basado 

en suponer que la interacción de todas las proteínas utilizadas 

con el detergente es prácticamente igual (49,50) y se reconoce 

que no es fiable con glucoproteinas por interaccionar la parte sa

carídica de estas con dodecilsulfato de forma anómala (51); ya que. 

el comportamiento electroforético de los complejos de a y B con do

decilsulfato es normal, podemos inferir que su interacción global 

con este detergente probablemente también lo sea y por tanto los 

pesos moleculares calculados no deben estar muy lejos de los reales. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida-urea 8 M y la 

cromatografía en gel con clorhidrato de guanidina 6 M se conside 

ran utilizables para la determinación de pesos moleculares de glu-

coproteínas con un contenido en hidrato de carbono no excesivamen-

te alto (14,51), como es el caso de a y a. El tratamiento de algu

nos datos de electroforesis en urea 8 M de proteínas patrón 1 de a 

y de a (figura 11) permite calcular para estas últimas pesos mole

culares de 54.000 +10.000 d y 53.000 ~10.000 d, respectivamente. 

1,0.-------------------------~ 

e 
> -e 
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"C 
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% acrilamida 

í-IGURA 11 . - Comportamiento e lcctro f o r ét i co de o, 8 , ovo a lbúmina 
(oA) y sc roalbúmin a (sA) con urc a 8 M pll 7 , 2 (21) (v . e l tex to) . 
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En la figura 12 se representan los perfiles de elución en 

Sepharosa 6B·clorhidrato de guanidina 6 M de las dos subunidades 

y de ATPasa completa desnaturalizada; a juzgar por la absorción 

ultravioleta del eluido, a y 8 aparec~n como homog,neas en m5s del 

95\ con una cantidad muy pequeña de material de bajo peso molecu · 

lar (Kd= 1). Las posiciones de los máximos de elución de a y 8, 

muy cercanos, indican proximidad de tamaño; el calibrado del sis· 

tema con proteínas patrón, utilizadas por separado o como estánda· 

res internos de muestras de a y 8 (figura 13), permite asignar 

pesos moleculares de 58.000 ~ 2.200 d y 53.200 ~ 2.200 d, respec· 

tivamente, así como 33.500 ~ 2.200 d para el componente de BF 1 

que eluye a continuación de a y 8 (probablemente y). 

~¡~==-----b --
e: ·o 

0,10 

l.! -~------ --~~~~~ -~,,~,-~ --------~ 
o 0,11 1,0 

Kd 

FIGURA 12. - Perfiles de e lución de la cromatograf[a en gel en con
dicione s Je desnaturalización (Sepharose 68, clorhidrato de guani
dina 6 ' !) (57) de n (a), B (b) y BF 1 (c) (aproximadamente 300 \J& 
<le cada s ubuni dad y hOO \JG de ~TPasa). 
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FIGURA 13 . - Ca l ibrado del sistema de cromatografía en Se p haro se 68 c lorhi d rato de g u3nid i na l1;.. 

con prote ína s patrón (por orden de pesos mol eculares: tri psi na, aldolasa , cata !a sa , ~e r oal o Ú Ñir 

ureasa y fo sfQr ila sa) para la estimación de los pesos mol ec ulares Je :& y ~ . Se r ep r C'~cn t.i ( ¡h~~-= 

molecular)0 , 5~~ fre nt e a una función del coeficiente de r eparto Kd (~ 1 ). 

La necesidad de contrastar estos números mediante un proce-

dimiento no sujeto a la utilizaci6n de patrones de talla molecu-

l~r, ni influido por la naturaleza química de la muestra ha lleva

do a utilizar el método de equilibrio de sedimentaci6n a alta ve-

locidad en la ultracentrifuga analítica (52). El análisis directo 

de los datos en la forma usual (ln concentraci6n frente a .distan-

cia radial al cuadrado) (31) si bien produce representaciones ra 

zonablemente lineales, da pesos moleculares dependientes de la ve

locidad angular utilizada; este hecho es posiblemente debido a la 

presencia de pequefias cantidades de · componentes de baja talla mo-

lecular (probablemente procedentes de la degradaci6n de a y a) 

que,de acuerdo con las experiencias anteriormente comentadas de 

electroforesis y cromatografía en gel, no deben exceder del 5-8\ 

de la muestra. 
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En mezclas <le seroalbúmina (h7.000 <l) u ovoalbúmina 

(44.SOO <l) con un SI en peso de ribonucleasa (13.700 d) se han de

terminado pesos moleculares aparentes de 20.000-3S.OOO d mediante 

este procedimiento (S3). Curiosamente, utilizando con a y B <le BF 1 

velocidades angulares del orden de las utilizadas con a y S de F1 

mitocondrial (20.000-30.000 rpm) (20) se producen distribuciones 

de material que arrojan pesos moleculares aparentes de aproximada

mente S0.000 d; por el contrario, utilizando velocidades angulares 

probablemente correctas se habían determinado anteriormente pesos 

moleculares de 30.000 d para las subunidades de ATPasa de St~epto

coccua 6aecalia (S4). En nuestro caso se ha aplicado, a velocida

des angulares suficientemente altas, el método de la representa

ción de dos especies (SS) que permite determinar en una mezcla el 

peso molecular aproximado de los dos componentes de pesos clara

mente diferentes (31). Los resultados aparecen en la figura 14; en 

abs-cisas se representa el inverso del peso .molecular reducido pro

medio en número (crn) (31) y en ordenadas el peso molecular reduci

do promedio en peso (crw) (31) para varios puntos de la distribu

ción de material en el campo centrífugo (31). Para una muestra 

consistente en una sola especie molecular ambos valores coincidi

rían, quedando los puntos sobre la hipérbola que se representa, 

mientras que para mezclas de dos especies, 1 y 2, la representa

ción queda sobre una recta que corta a la hipérbola en los puntos 

(1/crn, 1 ; crw, 1) y (l/crn,2; crw 1 2) (31). De esta forma se puede con

cluir que a posee un peso molecular aproximado, según este procedi

mient~ de SS.400 d y la preparación contiene una pequeña propor

ción de un componente de unos 7.100 d (figura 14a), mientras que 
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a posee ap r oximadamente 51.600 d y su prepar ac i ón cuenta con una 

pequefia cantidad de componente de unos 10.200 d (f i gura 14b). 

0,2 o.• 0,6 0,2 0,4 0.6 

FIGURA 14 . - Representación de do s especies (v ease e l texto) para lo s equi li br ios de sedi mentación 
e n la ultracentrifuga analítica de a (a) (52.420 rpm) y 6 (b) (48.330 r pm ~ e n c lorJ1jd rato de gua
nidina 6 M (concentración inicial de prot e ína : aproximadamente 0 ,3 mg ml - en ambo s casos). 

En la Tabla V se resumen los valo r e s d e lo s pesos mo l ecula 

r es de a y a de acuerdo con lo s d i fe r entes m6todos. Se adoptan los 

va lor es med i os, 58. J OO ~ 5.100 d para a y 53 .800 ~ 4 .900 para a. 

T ABLA V. Peso molecu lar de las s ubunidades d. y ~ 

Mé1odo d.. ~ 

. + + 
elec trodores is en gel de 62 . 7 00 - 3 . 0 00 d 58. 0 00 - 3 . 000 d 
pollacrlla mlda-dodecll-
s u lfato ( coetlclen1e de 
retenci6n y movilidad . 

re lativa ) 
+ + 

croma 1ogra fÍa en gel de 5 8. oon - 2 . 200 d 5 3 . 200 - 1 .200 d 
Sepharose 68-clorhldrato 
de g..ianldlna 6 M ( coeli-

cien te de reparto) 

de sedlmenlación 
+ + 

e quilibrio 5 5 .400 - 8. 60 0 d 5 3 . 60 0 - 7 . 700 d . 
( r epresen use Ión de dos 
especies ) 

+ + 
Valor med io 5 8 . 700 - 5 . 400 d 5 11. 900 - 4 . 9 00 d 

Los v a lo r es son promedios o resu l tados de a jus1e linea l mediante 

m( n lmos cu adr ados a los dalos expe r ~en la les. Se Indica n las des

viaciones estan dar excep10 en e l caso de equilibrio de sedimentación, 

donde, a cau sa de la considerable extrapo lación necesa ri a. se In

d ican los lnlervalos c o nfidenciales al 75!. de probabilidad de acuerdo 

c on la distribución de Studen l . No se incluyen e n es ta tabla los re

s uhados de e lectroforesis en u rea 8M por su baja fi a bilidad . 
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10) Propiedades de a y a en ausencia de desnaturalizante.- Se ha 

estudiado la posibilidad de obtener formas renaturalizadas a par-

tir de a y a desnaturalizadas en clorhidrato de guanidina 6 M. Pa-

ra ello, se ha eliminado el desnaturalizante de las soluciones de 

a y a por dilución en tampón acuoso neutro y examinado sus propie-

dades físicas (la concentración residual de desnaturalizante es 

- 1 20 - 50 mM y el rango de concentraciones de proteína 10-100 µg ml ). 

Tanto a como a en tampón acuoso · presentan contribución por 

dispersión de luz (56) en sus espectros ultravioleta. En el caso 

de a (figura 15) la dispersión de luz es pequeña, independiente 

de la concentración, se desarrolla lentamente y se evita aumentan 

do la fuerza iónica del medio, lo cual sugiere agregación discre-

ta de las moléculas, posiblemente mediada por interacciones de ti-

po electroestático (57) . Por el contrario a (figura 15) presenta 

dispersión de luz que crece fuertemente con la concentración, se 

desarrolla muy rápidamente, aumenta con la fuerza i~nica del medio 

y se evita con detergentes suaves; esto sugiere un proceso de 

agregación masiva de a mediada por interacciones hidrofóbicas (57). 

No obstante estos fenómenos de agregación no impiden el estudi-0 

de las propiedades ópticas de a y a en soluciones suficientemente 

diluídas en tampón acuoso sin necesidad de otras adiciones. 
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FIGURA 15.- Agregación de a y B en tampón acuoso. Se utiliza la 
absorción (turbidez) a 340 nm (longitud de onda a la que no ab
sorben los cromóforos proteicos) como una medida de dispersión 
de luz. En el caso de a los solventes utilizados son tampón acuoso 
(Tris-hidroximetilaminometano-HCl SO mM pH 8) (o-o-o) y el mismo 
tampón más NaCl 0,5 M (-0-D-); los solventes utilizados con B son 
tampón acuoso (Tris-hidroxir.1etilaminometano 2-50 mM pH 8) (-•-•-) 
y el mismo tampón más NaCl 0,5 M (-• - •-) o <lesoxicolato sódico 
0,1\ (-A-•-). En el recuadro pequefio se representan los datos para 
B en forma usual para dispersión de luz (concentración/turbidez 
frente a concentración) (56); una representación paralela al eje de 
abscisas indica solvente termodinámicamente ideal, mientras que 
concavidad fuerte indica interacción y posible asociación entre 
moléculas de soluto (56). 

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presen

cia de Triton X 100 ó desoxicolato sódico se observa, a diferen-

tes concentraciones de acrilamida, una sola banda para B (que no 

se detecta en ausencia de detergente), correspondiente probable-

mente a una única especie molecular monomérica o un oligómero pe-

quefio (57). No ha sido posible visualizar a en electroforesis en 

gel de poliacrilamida en ausencia de desnaturalizantes . 
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La interacción de a y B con detergentes suaves se hace pa 

tente en electroforesis de desplazamiento de carga (58), al obser 

varse movilidades claramente diferentes en presencia de detergen 

te neutro, detergente neutro-detergente aniónico y detergente 

neutro-detergente catiónico (57); esto indica que a y B, en tam-

p6n acuosos neutro, presentan en su superficie domin i os relativa-

mente hidrofóbicos capaces de unir detergente suave, característi-

ca propia de proteínas intrínsecas de membrana o de lipoproteínas 

(58) , lo cual apunta en favor de una interacción BF1-membrana más 

estrecha de lo que hasta ahora se ha considerado (v.apartado 4) 

(59) . 

Los espectros de absorción ultravioleta (corregidos por dis-

~ersi6n de luz) (60) de a y B se representan en la figur a 16 . 

0.4 

0 .2 

longitud de onda (nm) 

FI GURA 16 . - Es pect r os d e absorció n u l travio l eta den (a) y 6 (b) en cond i cione s de d es natural i za · 
ci6n po r clo rh idrato de gua n idina 6 M (li nea cont in ua) y e n ta mpón ac uoso neutro ( l in e a di s con· 
ti nua). 
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En clorhidrato de guanidina 6 M se observan máximos a 275,5+ 

0,5 nm 1 mínimos a 250~ 1 nm y hombros a 258~1 nm, 264~1 nm, 269~ 

1 nm, 282 +1 nm y 290~1 nm; en tampón acuoso neutro los máximos 

se situan en 276~0,5 nm, los mínimos en 253~1 nm y se detectan 

hombros a 258+1 nm, 268~1 nm, 282~1 nm y 290~1 nm . Estas caracte -

rísticas, tanto en condiciones de desnaturalización como nativas, 

son cualitativamente semejantes a las de ATPasa completa (32). 

Sin embargo la absorción de a y B no da cuenta cuantitativamente 

de la de ATPasa, tal como se recoge en la Tabla VI. 

TABLA VI. Coeficientes de absorción ultravioleta de a;B y ATPasa 

-1 - 1 
E (1 g cm ) 

solvente a B ATPasa 

clorhidrato de guanidina 6 M 0,37 0,52 0,68 

tampón acuoso neutro 0,45 0,54 0,85 

Esto mismo ocurría a nivel de la composición química (v.apar

tado 8), con el bajo contenido en tirosina, triptófano y azúcares 

de a y B respecto de ATPasa; esto sugiere una fuerte contribución 

por componentes minoritarios de la molécula de BF 1 , probablemente 

ricos en aminoácidos aromáticos y azúcares(quizás los componentes 

de movilidad relativa 1.0 en electroforesis con dodecil-sulfato). 
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a y a que, según su dicroísmo circular (figura 17), carecen 

de estructura secundaria ordenada en presencia de guanidina 6 M, 

repliegan en tampón acuoso a formas de estructura secundaria sig-

nificativamente ordenada con extremos ' negativos de elipticidad a 

208 + 2 nm y 222 ! 2 nm, de forma semejante a ATPasa nativa; sin 

embargo el dicroísmo de a es considerablemente menor que el de a 
y en ambos casos la intensidad relativa de los extremos es dife-

rente de la de ATPasa nativa. 

200 220 240 200 220 240 

Longitud de onda (nm) 

fI GUR,\ 1- .. Dtc:roí::mo c ircular de :i (a) y 5 {b) en co ndic i o nes de desnatur.J il :a ... ·1 ó n p0 r clo r h1 r :1 
to de guan1d1na t1 '1 ( l inea con t inua ) y en tam pón acuoso neutro ( l inea disconun u'1 1 . L:i lin C'3 li. 
punto s y r aya s en (~ J es e l espect r o de dicroísmo ci r cular de a en pre sencia d~ ~JC I o ,; ~1 ~ - l 
l i nea de ? Unt o ~ e ~ ~ l cs ¡iectro de dicrof s mo circular de ATPa sa nati,·a; desoxico!J tO ~ód ic o ü ,1 
no produce cawh1os ~ randc s en el dicro í smo circular de O. 

En la Tabla VII se recogen los valo r es de las elipticidades 

a 222 nm de las tres proteínas ; en ninguno de los casos se ha con -

siderado la posible contribución de componentes no proteicos al di

croísmo circular de la molécula . Cabe suponer que la contribución 

de la parte sacarídica de la molécula no sea significativa, ya 

que en otras glucoproteínas con contenido mucho mas alto de hidra-

to de carbono (p . e., la glucoproteína ácida a del suero humano , 

con un 40\) no representa mas del 10\ de la sefial y sólo en algu

nas zonas del espectro (61). 
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TABLA VII. Dicroísmo circular de a,S y ATPasa 

2 -1 101 222 (grado cm decimol ) 

solvente a B ATPasa 

clorhidrato de guanidina 6 M -300 -400 - 400 

tampón acuoso neutro -3.500 -6.350 -8.200 

Los espectros de fluorescencia de a y B (figura 18) en clor-

hidrato de guanidina 6 M presentan máximos de emisión separados, 

correspondientes a tirosinas (301 ~ 1 nm) y triptófanos (348 ~ 

·1 nm) ~xpuestos al solvente (36) de forma parecida a lo que ocurre 

con BF 1 desnaturalizado (figura llk); los espectros de excitación 

de ambos máximos reproducen las características de absorción de 

tirosina y triptófano respectivamente. El espectro de emisión de 

B es simulable por una combinación lineal de las emisiones de su 

contenido en tirosina y triptófano como aminoácidos libres (dismi-

nuídas aproximadamente 2,8 y 1 ,3 veces, respectivamente). Así 

pués, tirosina y triptófano, perteneciendo a la misma cadena poli

peptídica, a o B, presentan fluorescencia relativamente indepen

diente en clorhidrato de guanidina 6 M; por tanto no es necesario 

postular, como se ha hecho, la presencia de subunidades carentes 

de tript6fano en esta ATPasa (62) para justificar los dos máximos 

de emisión separados en la proteína desnaturalizada por clorhi

drato de guanidina . 
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FJ(;URA 18.- Fluoresce ncia <le a (a) B (b) y 1\ TPasa (c) en co ndi c io 
ne s <l e desnaturalización por clorhidrato de gua n idina 6 M (linea 
continua) y en tampón acuoso neutro (linea discontinua). A la de-

. r ec ha se representan lo s espect ros <l e e mi sión (excitación a 
275 nm, es pectro s 1 y 2) y a la izquierda lo s espectros de exc i ta 
ción (análisi s de emisión a 301 nm , espect r o 3; an5lisis de emi
s ión a 340 nm, espPctro 4; an5lisis de e mi sió n a 330 nm, es pe ctro 
5) . La linea de punto s y ra yas superpues ta al espectro 2 e n (a) 
representa l a fluoresce ncia de a en presencia de NaCl 0,5 M; la 
adición de desoxico lato sódico 0,11 no produce camhio s signific a
tivos en la emisión de B. La escala e n ordenadas corresponde a 
int ensidad de emisión normalizad a e n unidad es arb i trar i as (57). 
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En tampón acuoso neutro a (figura 18a) y B (figura 18b) presen -

tan un aumento en la intensidad de emisión del máximo de triptófa-

no, que se desplaza hasta 328 ~ 1 nm y 340 + 1 nm, respectivamente, 

desapareciendo el máximo individualizado de emisión de tirosina; 

esto se interpreta como un aumento en el "quenching" de la fluores-

cencia de tirosina por otros resíduos (36) y/o transferencia de 

energía de excitación de tirosina a triptófano (36), como conse-

cuencia de la colocación de ambos fluoróforos en entornos hidrofó-

bicos similares a los dp ATPasa nativa {v . apartado 6). Las posi-

ciones de las emisiones de a y B en tampón acuoso son cercanas a 

cada uno de los máximos de ATPasa. En la Tabla VIII se recogen las 

intensidades relativas de emisión, en donde se observa que a y B 

· no llegan a dar cuenta cuantitativamente de la fluorescencia de 

ATPasa . 

TABLA VIII. Fluorescencia de ATPasa: posición e intensidad relati-

va de los máximos de emisión (excitación a 275 nm) 

Fluorescencia (unidades arbitrarias) 

s .olvente longitud de 
Cl B ATPasa onda (nm) 

clorhidrato de guanidina 6 M 301 2,8 4,8 

304 4,4 

348 3,4 6,9 6,7 

tampón acuoso neutro 325 8,6 

328 4,9 

336 8,7 

340 8,0 
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En resumen, a y S repliegan en tamp6n acuoso, en las con

·diciones ensayadas, a formas moleculares con estructura secunda

ria y entorno de aminoácidos aromáticos propios de proteínas 

nativas, si bien no exactamente coincidentes con las propiedades 

medias de ATPasa . Las diferencias pueden ser causadas, además 

de por la posible contribución de componentes minoritarios de la 

molécula de ATPasa, por: a) un replegamiento incorrecto de las 

cadenas polipeptídicas (63) (bien por las condiciones experimen

tales o por la existencia del contenido de información postra

duccional constituído por las cadenas oligosacarídicas) ó b) res

tricciones conformacionales propias del oligómero nativo de par

tida, caus a dos por interacciones a-8 y no presentes por tanto 

en las subunida des por separado. 

Est e constituye el primer estudio de las propiedades mo

leculares de formas seudonativa s de subunidades aisladas de un 

factor de acoplamiento de fosforilación; no se ha observado ca

pacidad para hidrolizar ATP de a o 8 en tampón acuoso. Poste

riormente se piensa ampliar el estudio a la subunidad y y em

prender el examen de las posibles interacciones entre a, 8 y y 

o con otro~ componentes minoritarios de BF 1 y de la capacidad 

para fijar ligandos de subunidades aisladas. Muy reciente

mente el grupo de Kagawa (64) ha descrito la reconstitución 

funcional de ATPasa/factor de acoplamiento procedente de 

un microorganismo termofílico; dada la extraordinaria resis-

tencia de esta enzima a condiciones de desnaturalización 

para la mayor parte de las proteínas (6ptimo de actividad enzi

mática a 75ºC, 50i de la actividad en urea 3,52 M ó dodecilsul

fato sódico 0,029\), (65) cabe preguntarse si las subunidades 
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aisladas en clorhidrato de guanidina 6 M presentan estructura se

cundaria completamente desordenada o por el contrario poseen nú

cleos residuales de estructura nativa que posibilitan un fácil re

plegamiento y reasociación al retirar el desnaturalizante. La re

lativa carencia de datos sobre las propiedades moleculares de las 

subunidades de esta proteína (64) no permite discernir entre las 

posibilidades de que se esté efectuando una renaturalización com

pleta o simple reasociación de subunidades. En cualquier caso el 

mencionado trabajo (64) representa un avance muy considerable en 

el conocimiento del papel de cada subunidad de los factores de 

acoplamiento de fosforilación. 

Es de esperar que ambos tipos de estudios con subunidades 

de ATPasa/factor de acoplamiento, los que hemos comentado de res

tauración de características funcionales (64) y los de recupera

ción de características físicas propias del estado nativo aborda

dos en el presente trabajo, . conduzcan a esclarecer el papel de ca

da subunidad y a un mejor conocimiento de la estructura molecular, 

funcionamiento y relación con la membrana de estos complejos sis

temas enzimáticos. 
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