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RESUMEN

Ascaris lumbricoides es un helminto parasito cuya forma adulta habita en el
intestino delgado del hombre y del cerdo. En respuesta a la baja tensién de oxigeno
de su habitat, 1a mitocondria de Ascaris es capaz de sintetizar ATP bajo condiciones
anaerobicas, utilizando acidos organicos insaturados como aceptores finales de
electrones. Estudios bioquimicos y estructurales de microscopia electrénica han
demostrado la presencia de una F1-ATPasa en la membrana mitocondrial interna del
parésito.

En el presente trabajo se describen tres procedimientos de purificaciéon que
representan modificaciones a la metodologia propuesta por Li y col. (1996), para la
purificaciéon de la F1.ATPasa mitocondrial de corazén de cerdo. Por lo tanto, se
propuso diseflar un procedimiento méas sencillo y corto para la purificacion del
dominio catalitico F1 de la Fo.F1-ATP sintetasa de la mitocondria anaerébica de
Ascaris lumbricoides var. suum.

La F1-ATPasa de la mitocondria anaerdbica de Ascaris fue parcialmente
purificada con los procedimientos descritos. Los estudios cinéticos y de inhibicion
con cationes divalentes, nucledtidos de trifosfato, azida de sodio y aurovertina,
permitieron caracterizar al complejo enzimatico; y demostrar que la preparacion
purificada corresponde a una F1-ATPasa. Los estudios cinéticos indicaron que el
sustrato para la actividad hidrolitica de la enzima es el complejo ATP-Mg'™,
confirmando la naturaleza F1 del complejo enzimatico. Afiadiéndose a la
caracterizacion bioquimica de dicho complejo enzimético, la inhibicidén por parte de
proteasas mitocondriales aisladas del parasito.

Con una de las metodologias de purificacion descritas, se obtuvo una F1-
ATPasa 32,73 veces méas pura, con un rendimiento del 20 %; este ultimo resultado
fue descrito por Parra (1992). Una actividad especifica de 40,27 unidades /mg, siendo
este valor menor al 73 umoles/min/mg obtenidos por Parra (1992).




INTRODUCCION:

Las F1.Fo-ATPasas (o F-ATPasas) estan presentes en la membrana plasmatica
de las bacterias y en la membrana interna de las mitocondrias o cloroplastos. Ellas
catalizan principalmente la sintesis de ATP pero puede funcionar en la direccién
opuesta hidrolizando el ATP. En células eucariotas la mayoria del ATP es sintetizado
por la F1.Fo-ATP sintetasa mitocondrial. Este complejo enzimatico esta constituido
por dos dominios, F1 y Fo; F1 es el dominio catalitico, que es soluble en agua y esta
compuesto de cinco subunidades diferentes (o, 8, v, 6 y €), conservando una
estequiometria osB376¢€. El dominio F1 puede ser separado de la membrana en forma
activa y es capaz de hidrolizar el ATP. Fo es el dominio que esta embebido en la
membrana, forma el canal para el paso de protones y tiene el sitio de unién para el
inhibidor especifico de F1.Fo-ATP sintetasa, la oligomicina, la misma al combinarse
con el dominio Fo, bloquea la translocacién de protones y la sintesis e hidrdlisis de
ATP.

Ascaris lumbricoides es un helminto parasito cuya forma adulta habita en el
intestino delgado del hombre y del cerdo. En respuesta a la baja tensién de oxigeno
de su habitat, la mitocondria de Ascaris es capaz de sintetizar ATP bajo condiciones
anaerobicas. Estudios bioquimicos y estructurales bajo el microscopio electrénico han
demostrado la presencia de una F1-ATPasa en la membrana mitocondrial interna de
este parasito.

El presente trabajo, propuso disefiar un procedimiento mas sencillo para la
purificacion del dominio catalitico F1 de la F1.Fo-ATP sintetasa de la mitocondria
anaerébica de Ascaris lumbricoides variedad suum. Para la purificacién del dominio
F1 se emplearon modificaciones a la metodologia propuesta por Li y col. (1996), para

la purificacién de la F1-ATPasa mitocondrial de corazén de cerdo.



CAPITULO1
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La ascariasis es una enfermedad parasitaria que afecta a las poblaciones
rurales tanto en Venezuela como en el resto del mundo, ella consiste en una infeccién
gastrointestinal producida por el helminto Ascaris lumbricoides, que en los bovinos
afecta su rendimiento.

La forma adulta del parasito, posee un metabolismo energético anaerébico en
respuesta a la baja tension de oxigeno en el intestino delgado del hospedador.
Estudios bioquimicos y de microscopia electrénica indican la presencia del dominio
catalitico de la F1.Fo-ATP sintetasa en la mitocondria anaerébica de Ascaris.

En el afio 1992, Parra purificé con un 85% de pureza la F1-ATPasa de la
mitocondria de Ascaris lumbricoides var. suum . Posteriormente, en el afio 1996, Li y
col. describieron un procedimiento més corto para la purificacién de la F1-ATPasa de
la mitocondria del corazén de cerdo, que consiste de la extraccién con cloroformo de
las particulas submitocondriales, fraccionamiento con sulfato de amonio y
cromatografia en Sephadex G-200. El procedimiento utilizado por Parra consume
bastante tiempo. Por ello, en el presente trabajo se utiliz6 una modificacion del
procedimiento de purificacién descrito por Li y col., para la purificacién de la F1-
ATPasa de la mitocondria de corazén de cerdo. La modificacién consistié
basicamente, en introducir un paso de cromatografia de afinidad en Matrex-Blue, con
el fin de eliminar una proteina contaminante de 68 Kda (kilodalton) presente en la
mitocondria de Ascaris, y de sustituir la cromatografia en Sephadex G-200 por
Sephadex G-150. Con esta nueva metodologia de purificacién que consume menos
tiempo, se esperaba obtener una enzima con mayor grado de pureza y rendimiento.

Durante el desarrollo experimental de la investigacién, se pretendié dar

respuesta a las siguientes interrogantes: ;Cuales son los razgos mas importantes que




hay que tomar en cuenta para la caracterizacién bioquimica de la enzima F1-
ATPasa?, ;Son las subunidades a y 8 de la F1 susceptibles a degradaciéon por
proteasas aisladas de la mitocondria del parasito?, ;Cuales son las semejanzas o
diferencias que se establecen entre el procedimiento descrito por Parra (1992) y el
nuevo método en términos de grado de pureza, rendimiento y actividad especifica de
la enzima?.
Objetivo General
Disefiar un procedimiento para la purificacion de la F1-ATPasa de la

mitocondria de Ascaris suum, basandose en los protocolos de purificacion de Li y col.
(1996) y de Parra (1992), con la finalidad de mejorar y acortar el tiempo de
purificacion de dicha enzima para mejorar su rendimiento y caracterizacion.
Objetivos especificos

= Aislar y purificar la F1-ATPasa de la mitocondria del masculo de Ascaris.

= Caracterizar bioquimicamente el complejo enzimatico purificado. Formara

parte de esta caracterizacion:

a) Determinacién del peso molecular y de la composicion de subunidades
del complejo purificado.

b) Determinacién del efecto de inhibidores especificos de la F1-ATPasa
sobre la actividad de la enzima purificada.

¢) Determinacion de las constantes cinéticas Km y Vmax.

d) Determinacidn de la susceptibilidad de la F1-ATPasa purificada de la
mitocondria de Ascaris a sufrir inhibicién y degradacién por proteasas,
aisladas de la mitocondria del parasito.

=  Comparar la F1-ATPasa purificada por el nuevo método, con la enzima
purificada mediante el procedimiento descrito por Parra (1992) tomando en
cuenta los siguientes criterios:

a) Grado de Pureza

b) Rendimiento

¢) Actividad especifica de la enzima




Justificacion de la Investigacion

Estudios previos realizados en el laboratorio de Bioquimica de Parasitos por
Parra (1992), permitieron la purificacion de la F1-ATPasa mitocondrial de Ascaris. El
procedimiento con una duracién de dos semanas, permitid obtener una enzima 85%
pura con un rendimiento el 20% y una actividad especifica de 73 umoles/min/mg.

Con la metodologia propuesta, se pretendié acortar el procedimiento de
purificacion de la F1-ATPasa de la mitocondria de Ascaris, con el fin de avanzar en
la caracterizacion bioquimica de la enzima. Form¢ parte de los estudios bioquimicos,
determinar la susceptibilidad de la enzima purificada a ser degradada por proteasas
presentes en la mitocondria del paréasito.

El procedimiento a emplear, consistiéo de un paso inicial de solubilizacion del
dominio F1 de la membrana con cloroformo, ya que se ha demostrado que este
complejo solubilizado de las membranas es incapaz de sintetizar ATP, pero conserva
la capacidad de hidrolizarlo, de alli que se le conoce como F1-ATPasa. La
solubilizacion es seguida por precipitacion con sulfato de amonio y cromatografias de
exclusion molecular y de afinidad.

Estudios realizados por Suzuki y col. (1997) indicaron que la proteasa
mitocondrial LON fue capaz de hidrolizar las subunidades o, 8 y y de 1a F1-ATPasa
Saccharomyces cereviciae; lo que justifica que en este trabajo se utilice una
preparacion purificada de la F1-ATPasa como sustrato para la proteasa LON y para
otras proteasas presentes en la mitocondria del parasito Ascaris suum. La
comparacién de los resultados de esta investigacion con los obtenidos con la enzima
LON de levadura, permitié determinar si se conservan los sitios de degradacién en
ambas enzimas.

Finalmente, esta investigaciéon representa un aporte valioso para la
caracterizacion estructural y funcional de la F1-ATPasa de un organismo anaerdbico,

parasito del hombre y del cerdo.




CAPITULO II
MARCO TEORICO REFERENCIAL

Antecedentes de la Investigacion

En 1992, la Licenciada Karlett Parra en el laboratorio de Bioquimica de
Parasitos de la Universidad Simén Bolivar, purificé la F1-ATPasa mitocondrial del
musculo de la lombriz parésito del cerdo Ascaris suum. Este procedimiento se inicio
con la extraccidon con cloroformo del dominio F1 de la membrana mitocondrial
interna. La F1 solubilizada se purific6 mediante cromatografia de intercambio
anidénico en DEAE-Celulosa, centrifugacion de las fracciones activas de DEAE-
Celulosa en un gradiente de glicerol, cromatografia de afinidad en Matrex-Blue y
cromatografia de exclusién molecular en Sephadex G-150. Como resultado, obtuvo
una enzima de 85 % de pureza, con una actividad especifica de 73 umoles/min/mg y
un rendimiento del 20 %.

Para 1996, Sheng-Guang Li y colaboradores en el Laboratorio Nacional de
Biomacromoléculas en China, purificaron la F1-ATPasa mitocondrial del corazén de
cerdo, siguiendo el procedimiento de extraccidon con cloroformo del dominio F1. La
enzima solubilizada fue sometida a precipitacién con sulfato de amonio al 52,5 % de
saturacién y a cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-200. Obtuvieron
una enzima con una actividad especifica de 90 130 unidades/ mg proteina.

Bases Teoricas Referenciales
Ascaris lumbricoides

Es el gusano cilindrico no segmentado més grande, que parasita el intestino
delgado de humanos y de cerdos (Figura 1). Es el nematodo de mayor prevalencia en
humanos y ocurre endémicamente en todas partes del mundo, excepto en regiones de

clima frio y seco.




Figura 1. Ascaris lumbricoides

Su cuerpo, esté revestido por una cuticula pluriestratificada a la que le siguen
la epidermis y un estrato de fibras musculares. El aparato digestivo es completo, y
entre éste y la pared del cuerpo se inserta una amplia cavidad llamada seudocele. El
cuerpo no se presenta subdividido en regiones claramente diferenciadas, por lo cual
se indica como porcion anterior aquella donde se encuentra localizado el principal
complejo nervioso, es decir, el llamado anillo nervioso. La porcidn posterior o caudal,
es la situada en la extremidad opuesta.

En su cuerpo, la cuticula esta formada por tres estratos, de los cuales el mas
externo, llamado cdrtex, contiene una sustancia afin a la queratina; al cortex le sigue
el denominado estrato homogéneo, constituido por elementos fibrilares; el tercer
estrato, consiste en fibras conjuntivas y limita con una delgada membrana llamada
basal. La cuticula rodea todo el cuerpo como un forro y se repliega a la altura de las
aberturas genital, anal y bucal, prosiguiendo en el interior, donde reviste los
conductos que desembocan en estas aberturas. Precisamente por su estructura, en las

especies parasitas del aparato digestivo del hombre y de los animales, la cuticula




representa una valida defensa contra la accién demoledora de los jugos gastricos. La
epidermis que sigue a la cuticula, se hace mas gruesa, sobresaliendo en la cavidad del
seudocele. Por debajo de la epidermis se halla un estrato muscular; la célula muscular
esta formada por dos porciones, una fibrilar adosada a la epidermis y una
citoplasmatica que contiene el nicleo y sobresale en la cavidad del cuerpo. De la
porcidn citoplasmatica salen con frecuencia unas prolongaciones que se ponen en
contacto con los cordones nerviosos ventral y dorsal. La musculatura, constituida por
un unico estrato de células, esta divida en cuatro campos musculares, dos dorsales y
dos ventrales, y por las cuerdas longitudinales (Municio, 1997).

Fl aparato digestivo empieza con la abertura bucal, situada a la altura de la
extremidad anterior del cuerpo, y termina con la abertura anal; la abertura bucal esta
rodeada por seis labios abovedados coronados por protuberancias. En el exterior de
este primer anillo labial de seis elementos sensoriales hay otro constituido por seis
papilas o filamentos. Sigue una tercera serie de cuatro papilas o filamentos, exterior a
los labios y llamada cefalica. La abertura bucal, comunica con el estoma, una cavidad
no muy amplia. Al estoma sigue una cavidad alargada, llamada protostoma, que
comunica a otra, en general mas ancha que larga, el telostoma. A la capsula bucal
sigue el es6fago o faringe. Una valvula faringeointestinal comunica la faringe con un
largo tubo, el intestino; entre este y el recto existe también una valvula denominada
precisamente valvula intestino  rectal. El recto es un corto tubo previsto de grandes
glandulas unicelulares cuyo nimero varia segin se trate de machos o de hembras. La
abertura anal, es una fisura transversal situada en la parte ventral (Municio, 1997).

El sistema nervioso de este parasito esta constituido por un anillo nervioso que
rodea la faringe y al que estan asociados algunos ganglios. Del anillo nervioso parten
seis nervios, que se dirigen hacia la extremidad anterior del cuerpo, donde se
ramifican los nervios de las papilas sensoriales del complejo labial que rodea la
abertura bucal. Del anillo nervioso y de los ganglios asociados a éste parten luego
hacia la extremidad posterior del cuerpo algunos nervios. Los organos sensoriales

estan representados sobre todo por filamentos y papilas. Como ya se ha visto, a la




altura de la corona labial existen numerosos filamentos. Se tratan de formaciones
cuticulares, cada una de las cuales contiene una fibra nerviosa que alcanza el nervio
papilar; igualmente conectadas al nervio estan las papilas, que a veces sustituyen a los
filamentos (Municio, 1997).

Las hembras del parasito tienen dos génadas, es decir, dos ovarios orientados
uno hacia el extremo anterior y el otro hacia el extremo caudal. En la génada, se
pueden observar dos zonas, en cada una de ellas se hallan células germinales en
diversos estadios de maduracion. La primera zona, denominada germinativa, se
caracteriza por la presencia de oogonios en division activa. La segunda zona, llamada
de crecimiento, sigue a la primera y contiene, ovocitos en vitelogénesis. El ovario
continiia en un oviducto y generalmente termina en un receptaculo seminal en el que
se conservan los espermatozoides introducidos por el macho durante el acoplamiento.
Un esfinter separa el oviducto del ttero, este 6rgano esta subdividido en tres zonas,
de las cuales el ultimo tracto, representa un dep6sito en el que se almacena los huevos
fecundados para luego ser puestos; el ttero desemboca en una vagina comunicada
con el exterior mediante un poro genital, la vulva. Una hembra de Ascaris
lumbricoides, parasita del intestino humano, puede poner 200.000 huevos en una sola
jormada y unos 60 millones durante su periodo de actividad sexual; el huevo, en
general de contorno eliptico o esférico, es fecundado cuando, después de haber
atravesado el oviducto, pasa a través de la vesicula seminal en la que se hallan los
espermatozoides maduros introducidos por el macho en el curso del acoplamiento.
Después de la penetracion del espermatozoide se forma en torno al huevo una
membrana de fecundacidén, con objeto de impedir la entrada de otros
espermatozoides, dicha membrana, tiende a aumentar de grosor tras depositarse uno o
mas estratos de sustancias proteicas a la altura de su cara interna, de este modo se
origina una verdadera cubierta. El nematodo que sale del huevo se encuentra en el
primero de una serie de cuatro estadios larvales que se suceden a través de otras
tantas mudas. La muda supone un proceso necesario para permitir que el animal

crezca, y consiste en la eliminacién de todas las estructuras rigidas cuticulares, que
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son luego reconstituidas. Al final del desarrollo embrional, ciertos 6rganos, como la
faringe y el aparato excretor, estan constituidos por un numero de células que seguird
siendo constante durante toda la vida del individuo. En el testiculo del macho se
distinguen una zona germinativa y una zona de crecimiento; la zona germinativa
contiene protogonios y espermatogonios, mientras que en la zona de crecimiento
presenta espermatocitos y espermatidos. Al testiculo sigue un gonoducto
diferenciable en un canal aferente, cuyo tracto terminal esté representado por un canal
eyaculador que desemboca en el recto, transformado asi en una cloaca. Los machos
estan provistos de una o dos espiculas de diversa estructura, que tienen la funcién de
enchansar los labios de la vulva de la hembra durante el acoplamiento. Las espiculas
tienen su origen en dos aglomeraciones celulares, los esbozos de las espiculas, que se
desarrollan en la pared dorsal del recto (Municio, 1997).

La especie que parasita al hombre se conoce como Ascaris lumbricoides,
mientras que en el cerdo el parasito se conoce como Ascaris lumbricoides variedad
suum o Ascaris suum. Se ha observado que estas variedades son idénticas desde el
punto de vista morfoldgico, pero no del fisiologico: las formas larvales provenientes
de un huésped no se desarrollan en el otro y viceversa (Municio, 1997).

En el Ascaris lumbricoides, los sexos estén separados y el dimorfismo sexual
es notable: la hembra alcanza los 35 cm de longitud, mientras que el macho
dificilmente supera los 25 cm y, ademas, se reconoce con extrema facilidad porque
tiene la extremidad posterior del cuerpo delgada, arqueada y provista de dos espiculas
copuladoras. El parasito vive en el intestino delgado, donde la hembra expulsa los
huevos fecundados y no fecundados. Los primeros son esféricos y provistos de una
cubierta gruesa e irregular, mientras que los segundos presentan una forma ovoidal y
carecen de la gruesa cubierta que caracteriza a las células sexuales fecundadas. Estas
son expulsadas con las heces y pueden llegar a la tierra donde, en mejores
condiciones de temperatura y humedad, en dos o tres semanas se desarrollan, dando
lugar a una larva que permanece encerrada en la cubierta. Si los huevos que contienen

los embriones son ingeridos por el hombre, una vez que han alcanzado el intestino




delgado se abren, liberando las larvas, que después de haber perforado la pared
intestinal llegan a los capilares pulmonares a través del sistema circulatorio y a la
parte derecha del corazén. En los capilares pulmonares las larvas crecen y
posteriormente se trasladan a los alvéolos, alcanzan a los bronquios y la trAquea y son
ingeridas y encauzadas hacia el intestino delgado, donde alcanzan la madurez sexual.
Los daflos producidos por el parasito pueden ser muy graves. En primer lugar,
lesiones a nivel pulmonar, provocadas por las larvas en el curso de sus migraciones.
Los dafios producidos por los adultos son de diversa naturaleza: si los individuos son
pocos pueden incluso pasar inadvertidos, pero si la infectacién es masiva entonces
tiene consecuencias graves, como, por ejemplo, una intensa irritacion de la pared
intestinal y sobre todo oclusiones intestinales debidas al hecho de que los nematodos
tienden a aglomerarse formando masas compactas. A veces los parésitos abandonan
su sede tipica y se trasladan, por ejemplo, al apéndice, a las vias biliares y al higado.
Un cierto numero de personas reacciona a la presencia del ascarido con
manifestaciones alérgicas ligadas a la produccion, por parte del parasito, de
determinadas sustancias. Este nematodo esta difundido en todo el mundo y centenares
de millones de personas estan infectadas por ¢l (Municio, 1997).

Las ascariasis es una infeccion parasitaria causada por Ascaris lumbricoides y
constituye la infeccion helmintica mas comun en humanos, infecta a una quinta parte
de la poblaciéon mundial y su mas alta frecuencia ocurre en las poblaciones rurales de
zonas tropicales. En los Estados Unidos de América un estudio de parasitosis porcina
reveld una prevalencia de 60% de Ascaris en cerdos criados para comercio. Esto tiene
implicaciones econdmicas para los productos de cerdo, ya que la ascariasis esta
asociada con una reducida eficiencia para convertir los alimentos, lo que conlleva a
pérdidas econdémicas de 3.5 a 6. 0 $ por cerdo, esto sin incluirle costo promedio de
1.00$ por cerdo, para droga desparasitante (Parra, 1992). A esto hay que afiadirle que
sobre todo en los cerdos jovenes la migraciéon de las larvas provoca graves dafios
pulmonares, que a veces se resuelven en pulmonias con resultado mortal (Municio,
1997).
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Metabolismo del Ascaris

En comparacion con animales superiores, el Ascaris posee un nimero mayor
de estrategias metabolicas para la formacion de ATP. El metabolismo energético del
Ascaris es similar, al menos en parte al metabolismo de otros parasitos y de
invertebrados de vida libre y de aguas profundas.

Gracias a estudios anteriores realizados por Saz en 1981, se logré demostrar
que el adulto de Ascaris sobrevive por mas tiempo bajo condiciones anaerdbicas, ya
que se encontr6 que en presencia de oxigeno el parasito forma y acumula perdxido de
hidrégeno que es toxico para el organismo.

El Ascaris es capaz de obtener energia por los dos principios de conservacion
de la misma. Mediante la fosforilacion a nivel de sustrato, donde parte de la energia
libre contenida en un sustrato degradable es inicialmente conservada como un
intermediario rico en energia, a partir del cual es transferida al portador universal de
energia, el ATP. Y en segundo lugar, mediante la fosforilacion acoplada al transporte
de electrones por medio de un gradiente electroquimico de protones, el cual
constituye la fuerza electromotriz para la sintesis de ATP.

Mitocondria del misculo de Ascaris

Estudios a nivel ultraestructural han demostrado que la mitocondria del
musculo de Ascaris suum contiene un pequefio numero de crestas en forma tubular
(Van den Bossche, 1974). Por otro lado, Chance y Parsons (1963) han observado la
presencia de esferas de 80 A en la superficie de la membrana mitocondrial interna del
parasito. La similitud morfolégica de estas esferas con la F1-ATPasa presente en la
membrana interna de mamiferos hicieron sugerir que la mitocondria de Ascaris
también contiene ATPasa (Parra, 1992).

Diversos estudios han evidenciado que el sistema de transporte de electrones
en Ascaris utiliza acidos orgénicos insaturados, tales como el fumarato y enoil-CoAs
de cadena ramificada con grupos metilo en el carbono 2, como aceptores finales de
electrones en lugar de oxigeno. Estos compuestos son productos parcialmente

oxidados del metabolismo de carbohidratos (Kohler, 1985; Komuniecki y col., 1985).
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F1.Fo-ATPasa

Peter Mitchell en 1961, postuld que la sintesis de ATP por medio del
complejo ATPasa depende de un gradiente electroquimico de protones. En esencia, la
formacion de un gradiente de protones a través de la membrana interna mitocondrial
durante el transporte de electrones, es el evento primario en la conservacién de la
energia (Stryer, 1995).

Para estudiar el mecanismo de la fosforilacién oxidativa son de gran utilidad
las particulas submitocondriales que se obtienen mediante la fragmentaciéon por
ultrasonidos de la membrana interna mitocondrial.

Para extraer la F1-ATPasa mitocondrial, primero se separan las mitocondrias
de otros organelos y restos celulares por medio de la centrifugacion diferencial, las
mismas son sonicadas para obtener las particulas submitocondriales que se
caracterizan porque la F1 estd orientada hacia el lado externo de la membrana. El
componente F1 es extraido de las particulas submitocondriales a través del
tratamiento con cloroformo (Figura 2).

Estudios de reconstitucién (Futai y Kanazawa, 1983) demostraron que cuando
la F1-ATPasa solubilizada se incorpora a membranas depletadas de ésta, €l complejo
F1.Fo restaura su actividad ATP sintetasa, con lo que se comprueba el papel catalitico
de la F1-ATPasa.

La ATP sintasa aparece en forma de proyecciones esféricas que emergen de la
superficie externa de estas vesiculas invertidas (Figura 2). En mitocondrias intactas,
estas proyecciones de 85 A de didmetro aparecen en el lado de la matriz de la
membrana interna mitocondrial. En 1960, Efraim Racker descubrié que esta especie
de protuberancias o pomos podian desprenderse por agitacidn mecanica. Las
particulas submitocondriales asi tratadas pueden transferir electrones a través de su
cadena de transporte electronico, pero no son capaces de sintetizar ATP. Por el
contrario, las esferas de 85 A separadas pueden catalizar la hidrélisis del ATP (Stryer,

1995), de alli se le confiere el nombre de ATPasa.
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Figura 2. Obtencion de las particulas F1 mitocondriales. Tomado de Biologia Celular y Molecular
(Lodish y col., 2002)
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Racker descubrié que la adiciéon de estas esferas con actividad ATPasa a
particulas submitocondriales carentes de ellas, restauraba su capacidad para sintetizar
ATP. A estas esferas se les denomind F1; el papel fisioldgico del dominio F1 es
catalizar la sintesis de ATP. La actividad ATPasa desarrollada por las particulas F1
solubilizadas (en ausencia de gradiente de protones) es el proceso inverso de su
reaccién fisioldgica principal. La F1 esta formada por cinco clases de cadenas
polipeptidicas con estequiometria de oz 3 7 6 €: Este complejo tiene una masa
molecular de 378 Kda. La ATP sintasa también recibe el nombre de F1.Fo-ATPasa
(Stryer, 1995).

El componente F1 de la Fl.Fo-ATPasa es identificado como esferas
uniformemente distribuidas, de 90 A de didmetro que sobresalen de la membrana y
que estin conectadas a esta por un estrecho cuello de aproximadamente 30 A de
didgmetro y 40 A de longitud (Amzel y Pedersen, 1983). El cuello que conecta el
dominio F1 al dominio Fo estd formado por varias proteinas diferentes. Una de la
proteinas de Fo, confiere al complejo su sensibilidad a la oligomicina, un antibiético
que bloquea la sintesis de ATP al impedir el paso de protones. (Stryer, 1995).

Las funciones de la F1.Fo-ATP sintetasa (H'-ATPasa) incluyen: servir de
poro para el movimiento unidireccional de protones a través de la Fo en la membrana
(translocacion), la interaccion directa de los protones con F1 (acoplamiento) y la
sintesis de ATP a partir de ADP y Pi (catalisis) (Parra, 1992).

La porcién F1 es un complejo hidrosoluble de cinco polipéptidos bien
definidos, con una composicién o5 33 7 6 €. Las subunidades oy f se asocian en
orden alternante para formar un hexdmero, o8 o8 o3 o (03)3. Este hexamero descansa
sobre la unica subunidad y larga, cuya parte inferior es una doble hélice que encaja
dentro del anillo de la subunidad ¢ de Fo. La subunidad € est4 unida a vy y es probable
que también haga contacto con las subunidades ¢ de Fo. La subunidad 6 del complejo
F1 entra en contacto con la subunidad b del complejo Fo; en conjunto, estas
subunidades forman un “estator” rigido que impide la rotacién del hexamero (a8);

mientras descansa sobre la subunidad y (Figura 3).
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Figura 3. Estructura del complejo F1.Fo, deducida de estudios bioquimicos y de cristalografia. Las dos
subunidades b de Fo est4n firmemente asociadas con las subunidades oy B de la F1, sujetada fijamente
a la membrana. En Fo, un cilindro de subunidades ¢ se encuentra embebido en la membrana y es atado
al dominio F1 por las subunidades & y €. Un flujo de protones se produce del lado P de la membrana
hacia el lado N por via Fo. El cilindro y la columna rotan, y la subunidad p de la F1 sufre cambios
conformacionales, al interactuar con la subunidad v . Tomado de Lehninger Principles of Biochemistry
(Nelson y col., 2000).

Fo esta ubicado dentro de la membrana y conforma el canal transmembrana a
través del cual fluyen los protones hacia F1. El componente Fo posee tres tipos de
subunidades: a b y ¢; en las bacterias la composicion de las subunidades es a; b, ¢o.
12. Las subunidades ¢ forman un anillo grueso como una rosquilla en el plano de la
membrana. Se cree que cada subunidad a atraviesa la membrana ocho veces, cada
subunidad b, una sola vez, y cada subunidad ¢, dos veces. En las mitocondrias, cada
complejo Fo también contiene, segun la especie, de dos a cinco péptidos adicionales
de funcion desconocida. Cuando se incorpora Fo de manera experimental en
liposomas, la permeabilidad de las vesiculas a los H' se estimula mucho, lo cual
indica que realmente forma un canal proténico. Cada copia de subunidad c contiene

dos hélices a, que van de una superficie de la membrana a la otra (Lodish y col,,
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2002). El canal proténico se ubica en la interfase entre las subunidades a y ¢ (Figura
3).

Tres de las seis subunidades de la F1, contienen los sitios de enlace del ADP y
del fosforo inorganico. Para la formacién del ATP, este mecanismo energético
requiere de cambios repetitivos en la conformacién proteica, dichos cambios se
producen gracias a la rotacion del tallo. De esta forma, la sintesis de ATP es capaz de
producir mas de 100 moléculas de ATP por segundo. Tres de los cuatro protones son
necesarios para que pase a través de este maravilloso mecanismo para hacer cada
molécula de ATP (Alberts y col., 2002).

Paul Boyer formuld una hipétesis acerca del mecanismo para la formacién del
ATP, aqui Boyer explica que el movimiento de protones a favor de un gradiente
electroquimico a través de los canales formados por Fo, produce rotacién y cambios
conformacionales en F1 que alteran la afinidad de la proteina para ADP, Pi y ATP
(Karp, 2001).

Segun la hipétesis de Boyer de “cambio de enlace”, cada pieza de la cabeza
F1 contiene tres sitios cataliticos (uno por cada subunidad B) que varian
progresivamente a través de tres diferentes conformaciones, segun se refleja en su
afinidad por nucledtidos (Figura 4). Estas tres conformaciones pueden describirse
como la conformacion “apretada” o T, en la cual los nucledtidos (ADP + Pi o ATP)
estan firmemente unidos; la conformacién “laxa”o L, en la cual ADP y Pi estan
laxamente unidos; y la conformacion “abierta” u O, la cual debido a su muy escasa
afinidad por nucleétidos se considera que estd vacia. Esta hipotesis expone que, el
ADP y Pi se enlazan laxamente al sitio catalitico en la conformaciéon L. A
continuacion los protones se enlazan a la enzima en los sitios alostéricos que
enfrentan el espacio intramembranal donde la concentracién de H' (protones) es alta.
Una vez enlazados, su flujo a través de Fo produce cambios de conformacion que
aumentan la afinidad del sitio catalitico para ADP (Adeno sin difosfato) y Pi (fésforo
inorganico), provocando que estos reactantes se unan con mucho mayor firmeza a la

enzima. A continuacion los reactantes se condensan en forman espontinea para
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formar ATP, que permanece fuertemente enlazado al sitio activo en la conformacién
T. En seguida, la enzima sufre un cambio de conformaciéon que expone el sitio
alostérico de enlace a protones al lado de la membrana correspondiente a la matriz,
donde la concentracién de H' es baja. La disociacion de los protones de la enzima en
la matriz cambia la conformacién del sitio catalitico, disminuye su afinidad por el

ATP enlazado y se libera el producto dentro de la matriz (Karp, 2001).
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Figura 4. Hipotesis de “cambio de enlace” como mecanismo por el cual el gradiente de protones es
requerido para la sintesis de ATP. Los pasos numerados se refieren a la secuencia de acontecimiento
que ocurren en la subunidad de color rojo. Lo mas importante es que ¢l enlace de protones a la enzima
en el lado citoplasmico de la membrana provoca un cambio de conformacion (desde el paso 1 hasta el
2), que da como resultado el enlace firme de ADP y de Pi en el sitio catalitico de la enzima. A
continuacion, la formacién de ATP ocurre de manera espontanea. La liberacion subsecuente de
protones al interior de la matriz causa un segundo cambio de conformacion (pasos 3 a 4) que libera el
ATP recién formado. Tomado de Biologia Celular y Molecular (Karp, 2001).

Se cree que los cambios de conformacion del sitio activo se acompaiian de la
rotacion de la cabeza F1 en relacion con su tallo, llevando los sitios cataliticos a
posiciones sucesivas para interactuar con los protones que viene a través del canal
Fo.

Las tres subunidades mayores del complejo enzimatico F1.Fo-ATPasa, o v
son semejantes en mitocondrias de bacterias y cloroplastos. Lo que sugiere que estas
subunidades pueden ser estructuralmente similares y funcionalmente equivalentes en

los complejos F1-ATPasa de las especies estudiadas (Parra, 1992).
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Se observa que las subunidades [ son mas conservadas evolutivamente que
las o, lo que refleja una mayor participaciéon de 3 en el mecanismo de catalisis. Tanto
o como 3 son esenciales para la actividad ATPasa. 8 posee el sitio de unién del
péptido inhibidor endégeno de la actividad ATPasa en la F1 mitocondrial y el sitio de
unién de foésforo inorganico en todos los complejos F1 estudiados. Aunque las dos
son capaces de enlazar ATP, o une ATP con una afinidad mucho mayor, aun en
ausencia de cationes divalentes, mientras que (8 lo une menos fuerte y solo en
presencia de cationes divalentes. Los sitios cataliticos del complejo parecen que se
encuentran en la interfase o/3. La observacién que alteraciones estructurales de 3 y la
modificaciéon covalente de la F1-ATPasa producen la pérdida completa de la
actividad ATPasa de la F1, han permitido definir a 8 como la subunidad catalitica, sin
descartar la participaciéon de o en la catalisis. Para reconstruir la actividad ATPasa
del complejo solo requieren de ¢, 3y v (Parra, 1992).

0 y € se requieren para la reconstitucién de un complejo F1.Fo-ATP sintetasa
funcional pero no para la reconstitucion de la actividad ATPasa. § es indispensable
para la conexion entre estos dos sectores y es responsable, al menos en parte, del
acoplamiento de protones durante la fosforilacién oxidativa. € se comporta como
inhibidor de la ATPasa en la F1 de E.coli y de cloroplasto; posiblemente haga lo
mismo que el péptido inhibidor endégeno de la F1 mitocondrial (Parra, 1992).

Los pesos moleculares de las subunidades que forman este complejo
enzimatico son; 54 Kd la subunidad ¢, 51 Kd la subunidad 3, 30,2 Kd la subunidad
7, 21 Kd la subunidad 6 y 16 Kd la subunidad ¢ (Kagawa y col., 1980).

Pullman y Monroy en 1963, aislaron y caracterizaron un péptido que forma
parte del dominio F1 y lo llamaron, péptido inhibidor de la actividad ATPasa, el cual
inhibe su actividad hidrolitica cuando est4 unido a ella, pero no afecta su capacidad
sintetasa del complejo F1.Fo-ATPasa.

Para 1988, Yamada y Huzel, aislaron y purificaron otro componente de
naturaleza proteica el cual también inhibe la actividad ATPasa de la F1 mitocondrial,

este componente es distinto al inhibidor de Pullman y Monroy; este se llamé

18




inhibidor enlazante de calcio y se ha demostrado que ambos inhibidores difieren en su
estructura, en sus propiedades bioquimicas e inmunoldgicas y en su regulacion.

El ADP result6 ser un fuerte inhibidor competitivo de la hidrélisis del ATP
catalizada por la F1-ATPasa de Ascaris. Por esta razén se utilizd6 un sistema
enzimatico acoplado para medir la actividad ATPasa, donde el ADP se reconvierte en
ATP por acoplamiento de la hidrélisis del ATP con la oxidacién enzimatica del
NADH a través del sistema enzimatico, Piruvato Quinasa (PK) Lactato
Deshidrogenasa (LDH) (Pullman y col., 1960).

La actividad enziméatica de la ATPasa, igual que la F1 mitocondrial de los
organismos aerobios, mostrd absoluta dependencia de cationes divalentes,
observandose maxima actividad cuando el magnesio estaba presente. La tendencia en
organismos anaerdbicos es hacia una menor afinidad por ATP; el Km puede ser hasta
tres veces mayor, mientras que la actividad especifica puede llegar a ser un orden de
magnitud superior en la enzima de los organismos aerobios (Parra, 1992). La funcién
de la ATPasa de organismos anaerobios, que no presentan fosforilacién acoplada a un
transporte de electrones, es la hidrdlisis del ATP.

Desde hace mucho tiempo se sabe que la mitocondria contiene sus sistemas de
degradacion de proteinas. Sin embargo, solo recientemente los genes para las
proteasas mitocondriales han sido identificados permitiéndonos conocer el papel de la
degradacion de proteinas en la biogénesis mitocondrial (Rep y Grivell, 1996). En
general la degradacion de proteinas puede tener varias funciones: 1) protectora a
través de la remocion de polipéptidos que son dafiinos para la célula, 2) reguladora,
controlando las concentraciones de enzimas o proteinas reguladoras y 3) metabdlica,
por la liberacién de aminoacidos que son posteriormente usados para otros fines o
propdsitos.

Las subunidades de las enzimas que participan en el transporte de electrones y
en la fosforilacion oxidativa son los blancos principales para la protedlisis. Estas
enzimas constituyen el 50 % del contenido proteico de la membrana mitocondrial

interna y estin constituidas por una combinacién de subunidades que son codificadas
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por el genoma mitocondrial o nuclear. E] recambio de subunidades es por tanto
necesario para prevenir la acumulaciéon de subunidades individuales y de sub-
complejos en la membrana mitocondrial interna que pueden interferir con los
procesos de ensamblaje o cambiar las propiedades de la membrana mitocondrial
interna (Rep y Grivell, 1996).

Las proteasas mitocondriales pueden ser divididas en dos grupos: las proteasas
que participan en el procesamiento de proteinas precursoras mediante la separacién
del péptido sefial en la regién amino-terminal (MPP: proteasa procesadora
mitocondrial) y las proteasas degradativas (LON, una proteasa de la matriz
dependiente de ATP) (Rep y Grivell, 1996).

En 1997, los estudios realizados por Suzuki y colaboradores., indican que la
proteasa mitocondrial LON fue capaz de hidrolizar las subunidades o, 8y yde la F1-
ATPasa en la Saccharomyces cereviciae.

Sistema de Hipotesis
Hipétesis de 1a Investigacion:
» Fl nuevo método es mas efectivo en términos del tiempo requerido para la

purificacion de la enzima F1-ATPasa que el utilizado por Parra (1992).

*  FEl nuevo método es mas efectivo en términos del rendimiento de la enzima

F1-ATPasa purificada, que el utilizado por Parra (1992).

= FEl nuevo método es mds efectivo en términos del grado de pureza de la
enzima F1-ATPasa purificada, que el utilizado por Parra (1992).
Hipétesis Nula:
= FEl nuevo método no es mas efectivo en términos del tiempo requerido para la

purificacion de la enzima F1-ATPasa que el utilizado por Parra (1992).

» FEl nuevo método no es mas efectivo en términos del rendimiento de la enzima

F1-ATPasa purificada, que el utilizado por Parra (1992).

» El nuevo método no es mas efectivo en términos del grado de pureza de la

enzima F1-ATPasa purificada, que el utilizado por Parra (1992).
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Sistema de Variables

Variable Independiente: El nuevo método

Variable Dependiente: La purificaciéon de la enzima tomando en cuenta los
indicadores; rendimiento, grado de pureza y actividad especifica.

Variables Intervinientes: temperatura, pH, buffers de elusiéon de las columnas y

residuos de proteinas contaminantes en los distintos recipientes.



CAPITULO III
MARCO METODOLOGICO

Aislamiento de la fraccion mitocondrial

La fraccion mitocondrial del musculo del Ascaris se aislé por diseccion en
frio, segin el procedimiento de Saz y Lecure (1969). Cada 5 gramos de musculo
fresco, se cortaron hasta convertirlos en papilla, se resuspendieron en 35 ml de medio
mitocondrial (sacarosa 0,24 M, EDTA 5mM, BSA al 0,15 %, pH 74) y se
homogenizaron en frio. El pellet mitocondrial se obtuvo por centrifugacion
diferencial. El homogenato se centrifugd a 1000 rpm por 10 minutos a 4 °C en un
rotor SS-34 de la Sorvall. El sobrenadante resultante, se filtré a través de lana de
vidrio en frio, y se centrifugé a 8500 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se descarté el
sobrenadante usando una trampa de vacio que utiliza agua. El pellet resultante, que se
disolvié y homogenizé corresponde a la fraccién mitocondrial, cada 2 de los pellet
fueron lavados en 35 ml de medio mitocondrial. El homogenato se centrifugd
nuevamente a 8500 rpm durante 30 minutos. Se descarté el sobrenadante con una
trampa de agua y, los pellet que contienen las mitocondrias intactas fueron
congelados a -20 °C.
Obtencion de las particulas submitocondriales

El sedimento mitocondrial correspondiente a 10 g de musculo se descongelod y
resuspendié en frio, en 2 ml de buffer Tris. HCL de 10mM, pH 7,6, sacarosa 250mM,
NaCl 5mM. La suspensién mitocondrial se sonicd tres veces en frio a 30 watts
durante 15 segundos con un intervalo de enfriamiento de 1 minuto, con esto se
obtuvo las vesiculas de la membrana interna invertidas con la F1-ATPasa en el lado
externo de la vesicula. El sonicado se centrifugd a 12000 rpm durante 60 minutos a
4°C usando un rotor SS-34 de la centrifuga Sorvall con el fin de precipitar las
particulas submitocondriales. Se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendid

en buffer Tris.HCl1 10 mM, pH 7,6, sacarosa 150 mM, NaCl 25 mM.
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Solubilizacion de l1a F1 con cloroformo

La F1-ATPasa se solubilizd de la membrana por extracciéon con cloroformo.
Se agregd cloroformo a la suspension de particulas submitocondriales en una
relacion (v:v) 1:2 a temperatura ambiente. Se separan la fase acuosa de la fase
organica por centrifugacion durante 5 minutos a baja velocidad (3400 rpm) en una
centrifuga de mesa, encontrandose en la fase acuosa la F1 solubilizada. La fase
acuosa se sometié a centrifugacién, a 105.000 xg por 1 hora a 15 °C en una
Ultracentrifuga Beckman L8-70 usando un rotor Ty- 65. Al sobrenadante de esta
centrifugacion (S;os) que contiene la F1 solubilizada, se le agregéd glicerol al 10%
(v/v) y se conservo en frio a 4 °C.

Ensayos enzimaticos

La actividad ATPasa se determiné por dos procedimientos distintos:

1) Cuantificando el fésforo inorganico producido durante la siguiente
reaccion: ATP + H,0 ------- ADP + Pi. El ensayo enzimatico, con un volumen final de
1 ml contenia: Tris.HC1 1,5M, pH 7,6, MgCl 30 mM, TCA 50%, 30 mM ATP y la
fraccidén enzimaética. El volumen deseado se completd con agua destilada. La mezcla
fue incubada a 37 °C durante 15 minutos y la reaccion se detuvo por adicién de 0,1
ml de TCA al 50%. Para cada mezcla se realiz6 un control que permitié determinar
el contenido de Pi enddgeno dentro de la fraccién enzimatica, a través de la adicion
de TCA antes de la incubacidn.

Una vez finalizada la incubacidn, la mezcla se centrifugd a 5000 rpm durante
5 minutos en una centrifuga Sorvall con un rotor SS-34, con el fin de precipitar
proteinas.

El Pi presente en alicuotas del centrifugado se cuantifico, siguiendo el
procedimiento descrito por Fiske y Subbarow (1925). Se realizé una curva de
calibracion para el Pi con una solucién estandar de KH,PO4 1 mM en TCA 8%. Se
prepararon estandares desde O hasta 0,2 ml que contenian distintas concentraciones de
PO, completando hasta un volumen final de 0,2 ml de TCA 8%. A cada tubo que

contenia 0,2 ml del estandar se le afiadid 0,7 ml de Reactivo 1, también llamado
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Reactivo Fiske (2 g de molibdato de amonio disueltos en 100 ml de H,SO; 2 N
aforados hasta 350 ml con agua destilada) y 0,1 ml de Reactivo 2 (2 g de sulfato
ferroso disueltos en H,SO; 1 N en un volumen final de 5 ml). Se midié la
absorbancia a 830 nm después de 5 minutos utilizando un espectrofotémetro
Shimadzu UV-160A. La unidad de actividad ATPasa fue expresada en umoles de
sustrato transformado por minuto.

Los ensayos de caracterizacion de la F1-ATPasa, de los cuales forman parte,
especificidad de nucledtidos de trifosfato, inhibidores, afinidad por cationes
divalentes y la cinética de la enzima fueron realizados utilizando el método de Fiske y
Subbarow para medir actividad ATPasa.

2) Midiendo la produccién de ADP mediante un ensayo enzimatico acoplado,
donde el ADP se reconvierte en ATP por acoplamiento de la hidrélisis del ATP con
la oxidacién enzimatica del NADH a través del sistema enzimatico, Piruvato Quinasa
(PK) - Lactato Deshidrogenasa (LDH). Pullman y col., 1960.

En este ensayo enzimatico el ATP, sustrato de la F1-ATPasa, fue regenerado
por fosforilacién del ADP durante la transformacién del fosfoenolpiruvato (PEP) en
Piruvato por la PK. La actividad de la enzima se siguié mediante la reduccion del
Piruvato formado con NADH + H' por la LDH, segin la siguiente secuencia de
reacciones:

ATP 17 CADP + Pi
ADP +PEP £ PIRUVATO + ATP
PIRUVATO + NADH + H" —22-—9 [.LACTATO + NAD"

Ademas de eliminar la inhibicién por producto, se mantuvo constante la
concentracion de ATP, con lo que favorecio la actividad ATPasa de la F1.

El medio de reaccion con un volumen final de 1 ml, contenia: Tris. HC1 1,5M
pH 7,6, MgCl, 30 mM, PEP 20 mM, NADH 1mg/ 0,5ml], 25 unidades de PK, 113,5
unidades de LDH, ATP 30 mM vy la fracciéon enzimatica, completando el volumen

deseado con agua destilada.
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La desaparicion del NADH, a 340 nm fue seguida en un espectrofotémetro
Shimadzu UV-160A, leyendo los cambios de absorbancia cada 15 segundos. Los
umoles de NADH oxidados por minuto se determinaron usando el coeficiente de
extincién molar del NADH 6,2 , 10°, de la siguiente manera: (Cambio de D.O por
minuto) /6,2 wumol Pi/ min.

Para cada mezcla de reaccion se corrié un control donde no se incluyé ATP,
con ¢l fin de determinar actividad NADH oxidasa presente en las muestras. La unidad
de actividad ATPasa se expresd en umoles de sustrato transformado por minuto.

Este ensayo se utilizé para estudios de degradacion de la F1 purificada con
proteasas aisladas de la mitocondria del parasito.

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas se determiné por el método de Bradford (1976).
Para la elaboracion de la curva de calibracién se utilizé una solucién estindar de 0,2
mg / ml de BSA (Albumina de Suero Bovino). Alicuotas de la solucién estandar de 0
a 0,1 ml (0-0,02 mg) fueron llevadas a un volumen final de 0,1 ml con agua destilada
antes de afiadirles 2 ml de Reactivo de Bradford, el cual se prepar6 suspendiendo 100
mg de Coomasie Blue G-250 en 50 ml de etanol al 95 %, afiadiendo 100 ml de 4cido
ortofosférico al 85 % y aforando a 1 litro de agua destilada y filtrado. Seguidamente
se procedi6 a leer la absorbancia a 595 nm.

Determinacion del peso molecular de la proteina nativa y de las subunidades

Fl peso molecular de la proteina purificada se determiné por filtracion en gel.
De igual manera, se determiné el peso molecular de cada una de las subunidades de la
F1-ATPasa por medio de la electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en
presencia de SDS, bajo condiciones disociantes. El gel se tifié con Comasie Blue R y
se le hizo densitometria, a partir de ella se calculé la movilidad relativa de las
subunidades de la F1-ATPasa, y se construyo la curva de calibracion.

Las proteinas componentes y los pesos moleculares del Standard de amplio

rango fueron; miosina 200.000, - galactocidasa 116.250, fosforilasa b 97.400,
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albumina de suero bovino 66.200, ovoalbumina 45.000, anhidrasa carbénica 31.000,
inhibidor de tripsisna 21.500, lisosima 14.400 y apretinina 6.500.
Purificacion de la F1

Para lograr este objetivo, se realizaron tres procedimientos de purificacion, los
cuales se describen a continuacion:

Primer Procedimiento de Purificacion:

La F1-ATPasa obtenida por solubilizacién con cloroformo fue sometida a los
siguientes pasos de purificacion:

1.- Cromatografia de Afinidad en Matrex-Red de Amicon

La enzima proveniente de 100 gramos de musculo fue sometida a
cromatografia de afinidad en una columna de Matrex-Red de Amicon (1x 10 cm,
volumen total 7,85 ml), fue equilibrada con buffer Tris. HCl 20 mM pH 7,6, 10 %
glicerol y ATP 1 mM a 4 °C. La enzima fue excluida de la columna con lavados
consecutivos de buffer de equilibrio, siguiendo el patrédn de elucion de proteinas a
595 nm, y el resto de las proteinas presentes en la muestra fueron eluidas de la
columna con una soluciéon 1M NaCl en el buffer de equilibrio, a partir de la fraccién
41. Se colectaron 58 fracciones de 1 ml cada una.

A las fracciones correspondientes al primer pico de proteinas (Bradford, 1976)
se les midié actividad ATPasa por el método de Fiske y Subbarow (1925).

2.- Concentrado en una membrana PM 10X

Las fracciones aisladas de Matrex-Red que reportaron mayor actividad
ATPasa fueron juntadas, el pool fue concentrado 10 veces en una membrana PM 10,
con el objeto de eliminar proteinas cuyo peso molecular sean menores de 10.000
KDa.

Al concentrado se le midio actividad ATPasa por Fiske y Subbarow (1925) y
se le determiné la concentraciéon de proteinas presentes a través del método de
Bradford (1976).
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3.- Cromatografia de Exclusion Molecular en Sephadex G-150

El concentrado fue aplicado a una columna de Sephadex G-150 (1x 40 cm,
volumen total 31,4 ml) equilibrada con buffer Tris. HCl 20 mM pH 7,6, 10 %
glicerol y ATP 1 mM. Se colectaron 40 fracciones de 1 ml cada una. A cada fraccién
se le siguid el patrén de elucion de proteina por el método de Bradford leyendo la
absorbancia a 595 nm y, se le midi6 la actividad ATPasa a las fracciones con mayores
absorbancias.

Las fracciones con mayor actividad ATPasa fueron utilizadas para los estudios
de caracterizacion de la enzima, determinacion de los pardmetros cinéticos; y la
fraccion mas libre de proteinas contaminantes fue utilizada para los ensayos de
degradacion con proteasas aisladas de las mitocondrias.

Secundo Procedimiento de Purificacion:

El sobrenadante de 105.000 xg, que contiene la F1 solubilizada fue sometido a
los siguientes pasos de purificacion:

1.- Cromatografia de Afinidad en Matrex-Red de Amicon

La enzima solubilizada a partir de 119,5 gramos de musculo, fue sometida a
cromatografia de afinidad en una columna de Matrex-Red de Amicon (1x 13,5 cm,
volumen total 10,59 ml), equilibrada con buffer Tris. HCl1 20 mM pH 7,6, 10 %
glicerol, ] mM MgCl,y ATP 1 mM a4 °C. La enzima fue excluida de la columna y
eluida con el buffer de equilibrio. El patron de elucién de proteinas se siguid
utilizando el método de Bradford, y el resto de las proteinas presentes en la muestra
fueron eluidas de la columna con una solucion 1 M NaCl en el buffer de equilibrio, a
partir de la fraccion 33. Se colectaron 51 fracciones de 1 ml cada una.

A las fracciones correspondientes al primer pico de proteinas, se les midi6
actividad ATPasa por el método de Fiske y Subbarow (1925).

2.- Concentrado en una membrana Millipore PL 30

Las fracciones activas eluidas de Matrex-Red fueron juntadas y concentradas
en una membrana Millipore PL 30 con el fin de eliminar proteinas contaminantes de

pesos moleculares menores de 30.000 Kda.
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Al concentrado se le midi6 actividad ATPasa por Fiske y Subbarow (1925) y
se le determind la concentracion de proteinas presentes a través del método de
Bradford.

3.- Cromatografia de Exclusion Molecular en Sephadex G-150

El concentrado fue cromatografiado en una columna de Sephadex G-150 (1x
36 cm, volumen total — 28,26 ml) equilibrada y eluida con buffer Tris.HC1 20 mM
pH 7,6, 10 % glicerol, 1 mM MgCl,y ATP 1 mM. Se recogieron 20 fracciones de 1
ml cada una. A cada fraccién se le siguid el patrén de elucidon de proteina por el
método de Bradford y, se le midio la actividad ATPasa a las fracciones con mayores
absorbancias.

4 .- Concentracidn del Pool de Sephadex G-150

Las fracciones activas de Sephadex G-150 se juntaron y se concentraron a
través de una membrana PM 30 de Amicon. A la muestra concentrada se le midi6
actividad ATPasa y se le determiné la concentracion de proteinas, a través de los
métodos anteriormente descritos.

5.- Cromatografia de Exclusion Molecular en AcA 22

El Pool de Sephadex G-150, se cromatografié en una columna de AcA 22 (1
x 27 cm, volumen total 21,19 ml) equilibrada con un buffer Tris. HC1 20 mM pH
7,6, 10 % glicerol, 1 mM MgCl, y ATP 1 mM. Se colectaron 30 fracciones de 1 ml
cada una. A cada fraccion se le determin6 la concentracion de proteinas por el método
de Bradford y, a las fracciones con proteina se les determind la actividad ATPasa.

Tercer Procedimiento de Purificacion:

Este procedimiento consistié en someter la F1-ATPasa solubilizada a los
siguientes pasos de fraccionamiento:

1.- Precipitacion con Sulfato de Amonio

A la preparacién de F1 solubilizada se le afiadié Sulfato de Amonio hasta
alcanzar una saturacion del 55%. El pellet obtenido después de la centrifugacion

contenia la F1.
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2.- Cromatografia de Exclusién Molecular en Sephadex G-200

La preparacién obtenida por precipitacidn con sulfato de amonio se colocé en
una columna de Sephadex G-200 (1x 36 cm, volumen total 28,23 ml) equilibrada
con buffer Tris. HCI 50 mM, pH 7.6, ImM EDTA, ImM ATP y 10% glicerol. Se
recogieron 60 fracciones de 1 ml cada una. El patrén de elucién de las proteinas se
siguid por el método de Bradford y, se le midi6 la actividad ATPasa a las fracciones
con mayores absorbancias a 595 nm.

3.- Cromatografia de Afinidad en Matrex-Blue de Amicon

Se hizo el pool correspondiente a Sephadex G-200, y se sometié a
cromatografia de afinidad en una columna de Matrex-Blue de Amicon (1x 10 cm,
volumen total 7,85 ml). La enzima se excluyd de la columna con lavados
consecutivos en buffer de equilibrio Tris. HC1 50 mM, pH 7.6, ImM EDTA, ImM
ATP y 10% glicerol, siguiendo el patrén de elucién de proteinas a 595 nm (Bradford,
1976), y el resto de las proteinas presentes en la muestra fueron eluidas de la columna
con lavados con buffer de equilibrio, al cual se le afiadié previamente 1M de NaCl a
partir de la fraccién 30. Se colectaron 55 fracciones de 1 ml cada una. Las fracciones
del primer pico de proteinas, se les midi6 actividad ATPasa por el método de Fiske y

Subbarow, descrito anteriormente.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

1.-Purificacion de la F1-ATPasa de Ascaris

Primer Procedimiento de Purificacion:

En este procedimiento la preparaciéon de la enzima solubilizada obtenida
mediante extraccion con cloroformo presenté una actividad especifica de 1,93

umoles/min/ mg proteina, con 27,20 mg de proteinas totales (Tabla 1).

Tabla 1. Purificacion de la F1-ATPasa de Ascaris

Unidades Actividad
Fraccion Proteina | Totales (umoles | Especifica | Rendimiento | Purificacion
Total (mg) Pi/min) (umoles (%) (x)
Pi/min/mg)
Sios 27,20 52,39 1,93 100 1
Matrex-Red
(Fr 13-27) 5,38 74,2 13,8 100 7,17
Concentrado
PM 10 2,56 56,42 22,03 100 11,44
Sephadex G-
150 (Fr 15-18) 1,17 9,66 8,25 18,4 4,38

Esta preparacién fue cromatografiada en una columna de afinidad de Matrex-
Red. El patrén de elucién de proteinas y de la actividad ATPasa se muestra en el
Grafico 1; se observaron las mayores absorbancias a 595 nm en las fracciones desde
la 13 hasta la 27, estas mismas fracciones presentaron actividad ATPasa. El pool de
las fracciones activas present6 una actividad especifica de 13,8 umoles/min/mg de
proteina y 5,38 mg de proteinas totales con un rendimiento del 100% y una
purificacién de 7,17 veces. El segundo pico que se observo en el patrdn de elucion de
Matrex-Red fue eluido con una solucion 1 M NaCl en el buffer de equilibrio, y

contiene el resto de las proteinas presentes en la muestra.
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Grafico 1. Patrén de Elucion de Proteinas y Actividad ATPasa de la columna de Matrex-Red
(1x10 cm).

El concentrado PM 10 de las fracciones activas aisladas de Matrex-Red,
registré una actividad especifica mayor a la del pool, 22,03 wmoles/min/mg de
proteina y 2,56 mg de proteinas totales, con un grado de pureza mayor a la del pool
de 11,44 veces, manteniendo su rendimiento. Sin embargo, cuando el concentrado
PM 10 se cromatografioé en una columna de Sephadex G-150 (Grafico 2), se observo
una pérdida de la actividad de alrededor del 62 %. El pool de las fracciones activas
mostréd una actividad especifica de 8,25 umoles/min/mg de proteina y contenia 1,17
mg de proteinas totales. Tanto de patrén de elucion de las proteinas como el de
actividad ATPasa son bastante parecidos, ya que los picos de ambas curvas se

sobreponen.
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Grafico 2. Patron de Elusion de las proteinas Proteinas y de la Actividad ATPasa de la Columna de
Sephadex G-150 (1 x 40 cm).

El analisis SDS-PAGE de la composicion proteica de la preparacion (Figura
5) nos indico que las fracciones 14 y 17 con una alta actividad ATPasa ademas de
contener las bandas componentes de la F1 (a, By 6 con pesos moleculares de 60, 58,
31, Kda) presentaron otras bandas contaminantes; de igual manera se encontré que la
muestra eluida en Matrex-Red colocada en el bolsillo 4 tenia la banda contaminante
de 68 Kda, indicando que la columna de Matrex-Red no eliminé completamente
dicha banda.

En la Figura 5, se describieron los pesos moleculares de cada banda del
estandar de amplio rango de BioRad. También se sefialaron las bandas en las
fracciones activas con masas relativas a las de las subunidades oy § de F1 (60 Kda y
58 Kda), confirmando que se trato de las subunidades o y  del dominio catalitico de

Ascaris con pesos moleculares de 58 y 56 Kda respectivamente (Parra, 1992).
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Figura 5. Electroforesis en SDS-PAGE al 12 % de las fracciones obtenidas de la purificacion de la F1-
ATPasa. El contenido de cada bolsillo fue; 1- Nada; 2- Standard de amplio rango; 3- S;¢s ; 4- Pool
Matrex-Red; 5- G-150 Fr 13; 6~ G-150 Fr 15; 7- G-150 Fr 16; 8- G-150 Fr 17; 9- G-150 Fr 18.

Segundo Procedimiento de Purificacion:

La Sjos que se obtuvo en este segundo procedimiento de purificacion presentod
una actividad especifica de 1,94 umoles/min/ mg proteina, con 31,61 mg de proteinas
totales (Tabla 2).

Tabla 2. Purificacion de la F1-ATPasa de Ascaris

Unidades Actividad
Fraccion Proteina Totales Especifica Rendimiento | Purificacién
Total (mg) (umoles (umoles (%) (x)
Pi/min) Pi/min/mg)
Sios 31,61 61,2 1,94 100 1
Matrex-Red
(Fr 8-20) 3,84 19,35 5,04 31,62 2,61
Concentrado
PL30 2,87 13,03 4,54 21,29 2,34
Sephadex G-
150 (Fr9-12) 1,21 6,34 5,26 10,36 2,71
ACA 22
(Fr 10-14) 0,44 3,08 6,94 5,03 3,58

Al igual que en la primera purificacion, en este procedimiento la preparacion

de F1 solubilizada se sometid a cromatografia en una columna de Matrex-Red. Como
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pudo observarse en el Grafico 3, las fracciones 8 a la 20 debajo del primer pico de
proteinas mostraron actividad ATPasa. El segundo pico de proteinas fue eluido con 1
M NaCl y contiene el resto de las proteinas que se quedaron en la columna y que
formaban parte de la muestra aplicada. Las fracciones con actividad ATPasa fueron
juntadas y presentaron una actividad especifica de 5,04 umoles/min/ mg de proteinas
y contenian 3,84 mg totales de proteinas. En este primer paso de purificacion se
perdio un 70 % de la actividad ATPasa, y se logrd purificar la ATPasa unas 2,61
veces; a diferencia de la primera purificacion en la que el rendimiento fue del 100% y

se obtuvo una purificacion de 7 veces.
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Grafico 3. Patrén de Elusion de Proteinas y Actividad ATPasa durante Cromatografia en Matrex-Red
(1 x13,5cm).

Las fracciones de Matrex-Red con actividad ATPasa fueron concentradas a
través de una membrana PL 30 antes de ser sometidas a cromatografia en Sephadex
G-150, con esta membrana se eliminaron proteinas contaminantes cuyo pesos
moleculares eran menores de 30 000. El patron de elucion de las proteinas de la
columna de Sephadex G-150 se muestra en el Grafico 4. Las fracciones activas (9-12)
fueron juntadas y mostraron una actividad especifica de 5,26 #moles/min/mg con un

rendimiento del 10,36 % y un grado de pureza de 2,71.
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Grafico 4. Patrén de Elusion de Proteinas y Actividad ATPasa de 1a Cromatografia en Sephadex G-150
(1 x36 cm).

Las fracciones activas de G-150 fueron concentradas usando una membrana
PL 30 y sometidas a cromatografia de exclusion molecular en una columna de AcA
22. El Grafico 5 mostréo que los picos correspondientes a las proteinas y a la
actividad ATPasa coinciden casi perfectamente, lo que sugiere que hubo una muy
buena purificacion.

A pesar de que en esta cromatografia se incrementd la purificacion de le
enzima, el rendimiento fue bajo, se recuperaron 3,08 unidades de las 10 unidades que

se aplicaron a la columna de Sephadex (Tabla 2).
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Grafico 5. Patrdn de Elusién de Proteinas y Actividad ATPasa de la Cromatografia en AcA 22 (1 x 27

cm).

El la Figura 6, se muestra el analisis electroforético de las proteinas presentes
en las muestras aplicadas de las fracciones 11, 12, 13 y 14 de ACA 22, en las cuales
se observaron unos bolsillos bastante libres de bandas que forman parte de proteinas
contaminantes. Esto se corroboro con el aumento en el grado de pureza que presentod
el pool de AcA 22 a diferencia de la muestra de pool de Sephadex G-150. Se
pudieron observar claramente las bandas que constituyen las subunidades a By y 9,
debido a la poca cantidad de muestra aplicada al bolsillo no se pudo comprobar la

presencia de €.
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Figura 6. Electroforesis en SDS-PAGE al 12 % de fracciones obtenidas de la purificacion de la F1-
ATPasa. El contenido de cada bolsillo fue: 1- Standard de amplio rango; 2- Nada; 3- S;¢s ; 4- Pool
Matrex-Red; 5- Pool Sephadex G-150; 6- Concentrado del Pool Sephadex G-150; 7- AcA 22 Fr 11; 8-
AcA 22 Fr12; 9- AcA 22 Fr 13; 10- AcA 22 Fr 14.

Tercer Procedimiento de Purificacion:

La actividad especifica que reportd la S;os obtenida en este tercer
procedimiento de purificacion, fue de 1, 23 umoles/min/ mg de proteina con 25,75
mg de proteinas totales (Tabla 3). Esta preparacion se sometio a la precipitacion cor
sulfato de amonio, en el pellet de 55% de saturacion, aumento la actividad especifica
de 1,23 a 2,11 umoles/min/ mg de proteina con un total de 2,7 mg de proteinas, er
este paso se logro purificar la enzima 1,71 veces pero el rendimiento fue bajo, solo se

recupero el 18,04 % de la unidades presentes en Sos.
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Tabla 3. Purificacion de la F1-ATPasa de Ascaris

Actividad
Proteina Unidades Especifica Rendimiento | Purificacion
Fraccion Total (mg) Totales (umoles (%) x)
(umoles Pi/min/mg)
Pi/min)
Sios 25,75 31,6 1,23 100 1
Sobrenadante de
55% 3,3 3,53 1,07 11,17 0,87
Pellet 55%
(NH,4), SO4 2,7 5,70 2,11 18,04 1,71
Sephadex G-
200 (Fr 11-20) 1,61 1,83 7,95 5,79 6,46
Matrex Blue )
(Fr 8-12) 0,16 6,52 40,27 20,6 32,73

El Grafico 6 representd el patron de elucion obtenido al cromatografiar el
pellet de 55% de saturacion en una columna de Sephadex G-200. Tanto la actividad
como las proteinas estuvieron asociadas a las fracciones 11 a la 20. La actividad
especifica del pool de las fracciones activas fue de 7,95 umoles/min/mg. Lo que
representé una purificacion de 6,5 veces. Sin embargo, el rendimiento de este paso

fue muy bajo (5,79 %).
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Gréfico 6. Patrén de Elucion de Proteinas y Actividad ATPasa de la columna de Sephadex G-200 (1 x
36 cm).
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Las fracciones activas de G-200 fueron cromatografiazas en una columna de
Matrex-Blue (Grafico 7). Las fracciones de la 8 a la 12 mostraron la mayor actividad
ATPasa.
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Gréfico 7. Patron de Elucion de Proteinas y Actividad ATPasa de la Cromatografia en Matrex-Red (1 x
10 cm).

En contraste con el paso anterior, la cromatografia en Matrex-Blue, permitio
obtener una enzima con una actividad especifica 40,27 umoles/min/ mg de proteina,
con rendimiento de 20,6 % vy una purificacion de 32,73 veces, valor que
anteriormente no se habia logrado registrar.

Estos valores indicaron que el rendimiento reportado para el pool de G-200
(Tabla 3) no era el correcto debido probablemente a error experimental o a la
presencia del inhibidor endégeno de la F1 en las fracciones activas de G-200.

Las fracciones activas aisladas durante los distintos pasos de este
procedimiento de purificacion fueron sometidas a SDS-PAGE con el fin de
determinar su composicion peptidica y grado de pureza (Figura 7). Las fracciones 8,
9, 10 y 12 aisladas de Matrex-Blue con la méas alta actividad ATPasa, mostraron
bandas cuyos pesos moleculares e intensidad se corresponden con las bandas a By vy

de la F1-ATPasa. €y 6 que no se observaron debido a la baja cantidad de muestra
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aplicada al gel, para observar estas bandas es necesario aplicar 20 ug de proteina por
bolsillo.
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Figura 7. Electroforesis en SDS-PAGE al 15% de fracciones obtenidas de la purificaciéon de F1. En los
bolsillos: 1- Nada; 2- Standard de bajo peso molecular; 3- S,¢s; 4- Pellet de precipitacién con sulfato de

amonio al 55%; 5- Matrex-Blue Fr 8; 6- Matrex-Blue Fr 9; 7- Matrex-Blue Fr 10; 8- Matrex-Blue Fr
12; 9- Standard de bajo peso molecular.

Es importante hacer notar que la cromatografia en Matrex-Blue logro eliminar

completamente la banda de 68 Kda. (ver bolsillos 4 y 5 de la Figura 7).
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2.-Caracterizacion de la F1-ATPasa de Ascaris

2.1 Pureza, composicion estequiométrica y peso molecular de las
subunidades y de la enzima nativa

El peso molecular de las subunidades de la F1-ATPasa se obtuvo por SDS-
PAGE bajo las condiciones descritas en el marco metodologico. En los geles se logrd
observar cuatro de las cinco subunidades que conforman al complejo enzimatico, o,
B, v y 6; la subunidad € no se distinguid debido a la baja cantidad de proteinas de la
preparacion aplicada en el gel. La subunidad « registréd un peso molecular de 60 Kda,
58 Kda, y 31 Kday 6 20 Kda (Figuras 1,2 y 3).

2.2 Efecto de algunos inhibidores de la actividad ATPasa sobre la
actividad de la enzima de Ascaris

Con el objeto de confirmar que la actividad ATPasa presente en preparaciones
de la enzima, corresponde a una F1-ATPasa, se estudié el efecto de algunos
inhibidores sobre la actividad de dicho complejo enzimatico.

En la Tabla 4 se muestra el efecto de la Oligomicina, azida de sodio y
Aurovertina sobre la actividad ATPasa de las fracciones activas eluidas de Sephadex
G-150. Los resultados indicaron que la actividad ATPasa fue inhibida por azida de

sodio un 76,3% y por Aurovertina un 64%.
Tabla 4. Efecto de Inhibidores sobre la actividad ATPasa

Inhibidor Concentracion Actividad
umoles/min/ml %
Sin Inhibidor 1.129 100
Oligomicina 2.5 ug/ml 1,065 94,1
Azida de Sodio 2 mM 0,267 23,7
Aurovertina 1 uM 0,407 36,09

También se pudo observar que la oligomicina no inhibié significativamente la
actividad ATPasa de la preparacién (5,9%), debido a que dicha preparacion carece
del dominio Fo donde esta localizada OSCP (proteina que le confiere sensibilidad a la

oligomicina).
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Se cree que el efecto inhibidor de la azida, se debe a que este anidon
incrementa la afinidad de la enzima por ADP y conduce a la formacion de un
complejo F1-ADP estable (Falson y col, 1987). Mientras que la Aurovertina
interactiia directamente sobre la subunidad catalitica f del complejo, produciendo
una inhibicion significativa de la actividad ATPasa.

2.3 Estudios de Especificidad por Sustrato y de Afinidad por Iones
Metalicos

Como parte de la caracterizacion de la F1-ATPasa parcialmente purificada de
la mitocondria del musculo de Ascaris, se utilizd el pool de Sephadex G-150 en
estudios de especificidad por sustrato y de afinidad por iones metalicos.

Se emplearon los siguientes nucleétidos de trifosfato como sustratos de la F1-
ATPasa; ATP, GTP, ITP, UTP y CTP a una concentracion 3 mM respectivamente,
manteniendo la concentracion de Magnesio constante a 3 mM. Los resultados
(Grafico 8) indicaron que el complejo enzimatico presentd una mayor actividad
ATPasa en presencia de ATP, y el orden decreciente con los demas nucleétidos fue:
ITP > GTP > UTP > CTP.

120
100 4
80
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40
20
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ITP GTP UTP CTP
Nucleotidos de Trifosfato

Grafico 8. Ensayos de Especificidad de Nucleotidos de Trifosfato
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De igual forma, se realizaron los estudios de especificidad de la enzima por
los siguientes cationes divalentes: Mg'", Mn"", Ca™ y Fe'" a concentraciones de 3
mM, manteniendo la concentracion de ATP constante a 3 mM. Los resultados que se
muestran en el Grafico 9, indicaron que la mayor actividad ATPasa se obtuvo en
presencia de Mg'"; la actividad en orden decreciente de la enzima parcialmente
purificada frente a los demas cationes divalentes fue: Mn""> Ca** > Fe'".

Con estos estudios se comprobd que el complejo enzimatico parcialmente
purificado funciona en Optimas condiciones en presencia de ATP y Mg'", lo que

indic6 que la actividad ATPasa de dicho complejo, es de naturaleza F1.
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Grafico 9. Ensayos de Especificidad por Cationes Divalentes

2.4 Estudios Cinéticos con la F1-ATPasa de Ascaris ante concentraciones
crecientes de ATP

El Grafico 10, representa los estudios de cinética enzimatica con la F1
presente en las fracciones activas eluidas de Sephadex G-150. Se determiné que la
velocidad inicial de la reaccion a concentraciones crecientes de ATP y a una
concentraciéon fija de Mg'™ (3 mM). El Grafico 10 nos permitié determinar los

valores de Vmax (92,3 umoles/min/mg) y de Km para ATP (0,31 mM).
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Grafico 10. Determinacion de parametros cinéticos de 1a F1 purificada

2.5 Espectro de Luz Ultravioleta

La Figura 8 representa el espectro en la region ultravioleta del pool de

fracciones activas aisladas de la columna de AcA 22. Con esta preparacion se obtuvo

un pico de absorbancia a 260 nm caracteristico de la F1-ATPasa.
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3.- Estudios de degradacion controlada de la F1 purificada con preparaciones de
proteasas aisladas de 1a mitocondria del parasito

Con el fin de comprobar si el dominio F1 parcialmente purificado es sustrato
para las proteasas presentes en la mitocondria de Ascaris suum, se procedidé a
determinar el efecto de preparaciones de proteasas presentes en la matriz mitocondrial
sobre la actividad y las subunidades componentes de la F1 de Ascaris. Los ensayos de
inhibicién de la F1-ATPasa con proteasas mitocondriales, se realizaron siguiendo el
ensayo enzimatico acoplado, descrito en la seccién de marco metodoldgico.
Inmediatamente antes de realizar el ensayo enzimético la muestra de F1 se incub6 con
la preparacion de proteasa a 37°C por 60 minutos.

Se utilizaron tres preparaciones de proteasas que fueron previamente aisladas
de la matriz mitocondrial por cromatografia en DEAE-Celulosa, las cuales se les
llamé Pool I DEAE, Pool Il DEAE y Fr 140 DEAE respectivamente.

Los ensayos mostrados en la Tabla 5 indicaron que el incremento de la
concentraciéon de proteasas en la mezcla de incubacidn, ocasionéd un aumento en el
porcentaje de inhibicién de la actividad ATPasa de la enzima, es decir, mientras
mayor fue la cantidad de proteasas afiadidas a la preparacién de F1, mayor fue la
inhibicién de su actividad ATPasa. Cuando de utilizé el pico I de DEAE como
fuente de proteasa, se observdé que la inhibicién de la actividad ATPasa fue

proporcional a la concentracién de proteinas en la mezcla de incubacién (Grafico 11).

Tabla 5. Ensayos de Inhibicién producida por las Proteasas en la actividad ATPasa de la F1

Actividad ATPasa
Muestras F1: Proteasas | (umoles/min/ml) %o Inhibicién

F1 + Buffer (oo 1,99

F1+Pooll DEAE (experimental) 1:10 1,90 4,51

F1 + Buffer (control) 1,99

F1 +Pool I ppaE (experimental) 1:20 1,51 ~ 2446
F1 + Buffer gonton 0,96

F1+Fr140 DEAE (experimental 1:10 0,86 10,4

F1 + Buffer (control)

Fl + POOl H DEAE (experimental 15 =

F1 + Buffer (oo X

Fl + POOI H DEAE (experimental

F1 + Buffer (control) 0 74

F1 +Pool II DEAE (experimental 0 45 39 46
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Gréfico 11. Ensayos de inhibicién de la F1 con Proteasas

Para los estudios de degradacion de las subunidades o. y B del dominio F1, se
incub6 la enzima purificada con la preparacion de proteasas a 37 °C durante 60
minutos, previo a ser sometida a SDS-PAGE en un gel al 12 % de acrilamida. En lo
ensayos de incubacion se usaron dos preparaciones de proteasas, Pool I DEAE vy
Pool II DEAE. Como fuente de F1 se utilizo la fraccion 15 de Sephadex G-150,
porque las bandas del duplete a / B se diferenciaron con bastante claridad en el gel de
purificacion. La Figura 9, representa el patron electroforético de la F1 sola, de las dos
preparaciones de proteasas empleadas y de alicuotas de la mezcla de incubacion de la
F1 con las proteasas. En el gel se observdo una disminuciéon considerable en la
intensidad de las bandas que representan las subunidades o y B, lo que quiere decir
que hubo degradacion de dichas subunidades por parte de las proteasas. Las
degradaciones mas evidentes fueron observadas en los bolsillos 6, 7 y 8 que
contenian respectivamente: 6 (G-150+ Pool I DEAE, en una relacion de 1:10), 7 (G-
150+ Pool I DEAE, en una relacion de 1:20) y 8 (G-150+ Pool II DEAE, en una

relacion de 1:10).
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Figura 9. Patron Electroforético en SDS-PAGE al 12% de las fracciones activas de Sephadex G-150
antes y después de su incubacion con proteasas mitocondriales. En los bolsillos: 1- Nada; 2- Standard
de amplio rango; 3- G-150 Fr 15; 4- Pool I DEAE; 5- Pool Il DEAE; 6- Fr 15 + Pool I DEAE (1:10),
7-Fr 15+ Pool 1 DEAE (1:20); 8- Fr 15 + Pool II DEAE (1:10); 9- Fr 15 + Pool II DEAE (1:10) +
EDTA.

Los densitogramas mostrados en las Figuras 10 y 11, demostraron la
degradacion de o y B por parte de las proteasas mitocondriales. También pudo
observarse la degradacion de la subunidad vy.

En el densitograma mostrado en la Figura 10, se observo que el tratamiento de
la F1 + Pool I DEAE (1:20); produjo una disminucion en la intensidad de las bandas

correspondientes a 0. 'y [ de un 80 %.
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Figura 10. Densitograma de una alicuota de la mezcla de incubacion de l1a F1-ATPasa de Ascaris (Fr
15 de G-150) con el Pool I de DEAE (1:20). La linea azul representa el control (F1 no tratada) y la
linea roja representa la F1 tratada con el Pool Ide DEAE (1:20).

En el densitograma mostrado en la Figura 11, pudo observarse que la
incubacién de la F1-ATPasa de Ascaris con el Pool II DEAE (1:10) produjo la
desaparicion casi completa de la banda correspondiente a la subunidad « (95 %) y una

disminucién del 91 % de la banda correspondiente a 3.
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Figura 11. Densitograma de una alicuota de la mezcla de incubacién de la F1-ATPasa de Ascaris (Fr
15 de G-150) con ¢l Pool II de DEAE (1:10). La linea azul representa el control (F1 no tratada) y la
linea roja representa la F1 tratada con el Pool II de DEAE (1:10).
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Figura 11. Densitograma de una alicuota de la mezcla de incubacién de la F1-ATPasa de Ascaris (Fr
15 de G-150) con el Pool IT de DEAE (1:10). La linea azul representa el control (F1 no tratada) y la
linea roja representa la F1 tratada con €l Pool I de DEAE (1:10).
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Discusion

Con este trabajo se pretendié6 mediante 3 procedimientos de purificacion,
obtener la F1-ATPasa de la mitocondria del Ascaris mucho mas pura, con un mayor
rendimiento y en menor tiempo que la obtenida por Parra (1992), al utilizar
cromatografias consecutivas en DEAE-Celulosa, Matrex-Blue y Sephadex G-150. El
procedimiento de Parra (1992) permitié obtener una enzima con una actividad
especifica alta y un rendimiento del 20%, sin embargo, consumia un tiempo
considerable.

Los tres procedimientos descritos en este trabajo permitieron acortar el tiempo
de purificacidn significativamente a 4 dias. Sin embargo, con los procedimientos 1 y
2 (Tablas 1 y 2) el rendimiento y la actividad especifica de la misma fueron mas bajos
que los reportados por Parra. Por el contrario, el tercer procedimiento (Tabla 3), que
consistid en someter la enzima solubilizada a precipitacion con sulfato de amonio y a
cromatografias en Sephadex G-200 y Matrex-Blue, ademas de ser mas corto, nos
permitié obtener una enzima con una actividad especifica mayor y un rendimiento
comparable al descrito por Parra (1992).

Una de las razones principales para tratar de acortar el tiempo de purificacién
es disponer en corto tiempo, de una enzima purificada para utilizarla en estudios de
caracterizacion.

Los estudios de caracterizacion de la ATPasa purificada por los
procedimientos descritos confirman la naturaleza F1 de la enzima debido a que la
mayor actividad ATPasa se registro en presencia de ATP y Mg (Gréficos 8 y 9). La
naturaleza F1 de la enzima purificada fue confirmada al observar una marcada
inhibicién con Aurovertina que se une directamente a la subunidad catalitica £.

Form¢ parte importante de la caracterizacion de la F1-ATPasa, los estudios de
inhibicion y degradacidén de la F1 por proteasas presentes en la matriz mitocondrial de
Ascaris suum. Se demostré que dichas proteasas inhiben la actividad ATPasa, y que a
medida que aumentaba la cantidad de proteasa en el ensayo, se obtenia una mayor
inhibicion (Tabla 5). También, se realizaron estudios de degradacién con el fin de

demostrar que la pérdida de actividad ATPasa estaba acompafiada por degradacion de
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las subunidades de la F1. El uso de SDS-PAGE (Figura 9) y el anélisis
densitométrico de los geles (Figuras 10 y 11) permitieron demostrar una disminucién
significativa (80 95%) de la intensidad del duplete ¢/ 8. También se observé que la
subunidad vy fue degradada.

En los anélisis en SDS-PAGE de la enzima aislada con los procedimientos
descritos, las 5 bandas que forman parte del dominio F1, no se pudieron observar
completamente, debido a la poca cantidad de muestra aplicada en los bolsillos. Las
subunidades 6 y € no se observaron, cuando la F1 purificada por el procedimiento 3
se sometié a SDS-PAGE (Figura 7). Para poder observar las bandas 6 y € es necesario
aplicar al gel 10 a 20 ug de la proteina purificada (Parra, 1992).

El duplete o / 8 (Mr 60 000 y 58 000) y la subunidad v (Mr 31 000) se
observaron en los tres geles de purificacion (Figuras 5, 6 y 7).

Las enzimas purificadas por los procedimientos 1 y 2 contenian otras bandas
contaminantes ademés de las 3 bandas mencionadas.

Las subunidades a 8 y v, se lograron diferenciar con bastante claridad cuando
las enzimas purificadas por los procedimientos 2 y 3 fueron sometidas a SDS-PAGE.
Estos resultados reflejan un alto grado de purificacién de la enzima y confirman su

naturaleza F1.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

1.- La F1-ATPasa presente en las particulas submitocondriales del musculo de
Ascaris suum se purificé parcialmente a través de una nueva metodologia, en un
tiempo de 4 dias. El procedimiento de purificacion utilizé fraccionamiento con
sulfato de amonio, y cromatografias en Sephadex G-200 y Matrex-Blue. La enzima
fue purificada 32,73 veces con un rendimiento del 21% y una actividad especifica de
40,27 unidades/mg.

2.- Los estudios de especificidad realizados con la preparacion parcialmente pura de
la F1-ATPasa de Ascaris, indicaron que el sustrato para la actividad hidrolitica de la
enzima es el complejo ATP-Mg'™.

3.- Los ensayos de inhibicion realizados con la enzima purificada, demostraron que la
actividad ATPasa de la F1-ATPasa obtenida en el laboratorio, sufre inhibicién por
Azida de Sodio y Aurovertina, inhibidores caracteristicos de la F1, y no fue inhibida
por oligomicina indicando que la preparacion esta libre de Fo.

4.- La actividad ATPasa del dominio F1 purificado fue inhibida por proteasas
presentes en la matriz mitocondrial del musculo de Ascaris. El porcentaje de
inhibicion fue proporcional a la concentracion de proteasas en la mezcla de
incubacién. Ademas, se demostré que la inhibicién de la actividad ATPasa producida
por las proteasas mitocondriales se debid a la degradacion de las subunidades oy 8 de
laFl1.

5.- El tercer procedimiento al igual que la metodologia descrita por Parra (1992) para
la purificacién de la F1-ATPasa de 4scaris suum, logré mantener un rendimiento del
20 %..Sin embargo, la actividad especifica de la enzima purificada por el

procedimiento disefiado fue menor que la reportada por Parra.
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