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Resumen
El articulo relata un episodio cientifico ocurrido durante la década de los afios ochenta,

cuando tuve la oportunidad de estudiar la proteina inhibidora de la ATP sintasa mitocon-
drial en el laboratorio de los doctores Armando y Marietta Gdmez Puyou.
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The ATP synthase, Professor Gomez
Puyou’s old love

: : Abstract
La ATP sintasa es la enzima
responsab|e de la sintesis de This article describes a scientific episode during the
, . early eighties, when | had the opportunity to work on
una molecu la' que equ ivale the natural inhibitor protein of the mitochondrial ATP
a la moneda de cambio de synthase in Professors Armando and Marietta Gémez

, . Puyou’s laboratory.
energia del metabolismo Hyots faboratery

celular: el adenosintrifosfato Keywords: ATP synthase , biochemistry, enzyme, Ar-
o ATP mando Gémez Puyou
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LA ATP SINTASA, UN VIEJO AMOR DEL DOCTOR GOMEZ PU-
YOU

Introduccion

Uno de los campos de intensa actividad académica del doctor Armando Gémez Puyou,
fue el de la bioenergética y las membranas bioldgicas. A continuacion describo una de
las muchas experiencias de mas de tres décadas de convivencia con el doctor, a quien
conoci en la década de los setenta, cuando yo era estudiante de la carrera de Medicina
en esta Universidad y él ya era una leyenda de la
bioquimica. Afos después, en un dia en el que
por razones diversas el proyecto, que en aquel
momento estaba desarrollando, requeria hacer

Figura 1. Liposoma. uso de vesiculas lipidicas artificiales, también co-
nocidas como liposomas (Figura 1); acudi con el
experto en el tema, nada menos, que el doctor
Armando Gémez Puyou, quien tenia su laborato-
rio en el Departamento de Biologia Experimental
del Instituto de Biologia de la UNAM. Esta fue la
primera vez tuve la oportunidad de interactuar
con él.

El doctor me ensefid a hacer estas vesicu-
las, razén por la cual volvi a verlo varias veces. Lo
que llamé mi atencion fue la especial dedicacion
por la investigacion cientifica que se percibia en

su labo-
ratorio. Luego de discusiones sobre el uso mas
_ ribosa apropiado de los liposomas e interesado por
THa las membranas bioldgicas, llegué a trabajar
C . .
Figura 2. ATP r \ﬁ/'k . — como estudiante de posgrado a su laboratorio
| ST e O 1980. En el laboratorio del Dr. Puyou, como
: : s 3 sl lo llamabamos quienes lo conociamos, se tra-
H F bajaba con la mitocondria, un organulo celular
},H OH fosfatos . ., , ;o
W el dedicado a la produccién de energia quimica.
adenina

En particular su interés estaba enfocado en la
regulacién de la actividad de un constituyente
muy importante de las mitocondrias: la ATP sintasa, que es lo que en bioquimica se deno-
mina una enzima, es decir, un catalizador, entidad constituida por proteinas que permite
que se lleve a cabo una reaccidn quimica con alta eficiencia y precision.

La ATP sintasa es la enzima responsable de la sintesis de una molécula, que equi-
vale a la moneda de cambio de energia del metabolismo celular: el adenosintrifosfato
o ATP. El ATP esta compuesto por una ribosa, una adenina y tres grupos fosfato (Figura
2). Ademas es la molécula que proporciona energia quimica a la célula al convertirse en
adenosindifosfato (ADP) por medio de su hidrdlisis.
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Figura 3.ATP sintasa

[1] Ya en 1978 se habia otor-
gado el premio Nobel
de Quimica a Peter
Mitchell (Reino Unido),
por su contribucion
al entendimiento de
la transferencia de
energia en los sistemas
bioldgicos a través de la
formulacion de la Teoria
Quimiosmdtica.
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Este compuesto es fundamental para las células vivas, pues es muy abundante y constan-
temente se repone en el interior de las mitocondrias. Las mitocondrias, como se mencio-
no, contienen a la ATP sintasa, que es la enzima responsable de llevar a cabo la sintesis
de ATP (Figura 3). Esta enzima, de gran complejidad, ha sido tema de estudio por mas de
cuatro décadas. Incluso se otorgd un premio Nobel en Quimica (1997) a Paul Boyer (EUA)
y John Walker (Reino Unido) por haber descifrado el mecanismo de biosintesis del ATP.
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La ATP sintasa consta de dos sectores o dominios bien definidos, uno que esta
embebido en la membrana interna de la mitocondria y que se conoce como F y otro
que esta en contacto con el medio interior o matriz de la mitocondria, conocido como F,
(Figura 3).

En el esquema de la Teoria Quimiosmotica, formulada por el premio Nobel de
Quimica en 1978, Peter Mitchell (Reino Unido)?, la ATP sintasa era un actor preponde-
rante en el concierto de las reacciones de transferencia de energia. La enzima tiene la
propiedad de acoplar en sus sitios cataliticos la energia quimica acumulada en la mem-
brana interna de la mitocondria, sitio donde se le agrega el uUltimo fosfato al ADP para
formar ATP (Figura 3 y 4). Esta membrana esta densamente poblada por proteinas; entre
ellas destacan las que bombean o transportan protones (H*) de la matriz hacia el espacio
intermembranal mediante diferentes reacciones quimicas. Estas proteinas funcionan en
forma secuencial y son las responsables de mantener, entre otras cosas, la sintesis de
ATP. De esta forma, se genera una diferencia en la concentracién de protones (H*) entre
la matriz mitocondrial y el espacio intermembranal. Los H, por tener una carga positiva,
no se pueden difundir libremente a través de la membrana, por lo que se ven obligados
a circular por un canal que se localiza en el sector F de la ATP sintasa (Figura 4).

Departamento de Acervos Digitales. Direccion General de Computo y de Tecnologias de Informacién y Comunicacion - UNAM
Esta obra esté bajo una licencia de Creative Commons @@ ®



HOU

Figura 4. Seccion de una
mitocondria.
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El flujo continuo de H,, a través de la ATP sintasa, impulsa la rotacion de un eje
interno y éste, a su vez, activa secuencialmente los tres sitios activos de la enzima, dando
como resultado la sintesis del ATP a partir de ADP y fosfato inorgénico (Pi). Este proceso
ha sido objeto de estudio de muchos grupos de investigacidén ya que su comprension ha
revelado cdmo es que las maquinas bioldgicas hacen uso de la energia de la cual dispo-
nen para desarrollar trabajo. Se podria decir que la ATP sintasa es una nano-maquina que
fabrica ATP a partir de ADP+Pi empleando como combustible el flujo de H*, el cual pasa
a través de un canal especializado que se encuentra en la porcion F de la membrana
interna mitocondrial (Figura 3).

Las subunidades de las que estd compuesta la ATP sintasa varian dependiendo
de la especie de organismo del que se trate, pero sus componentes bdsicos son invaria-
bles; ademas, sobre esta estructura basica se han afiadido componentes adicionales en
algunos organismos. Las subunidades basicas que conforman a la ATP sintasa bacteriana
se identificancomo a, B, vy, §, €, a, b, y c. En algunos organismos se han encontrado subu-
nidades adicionales llamadas sUper-numerarias que, en algunos casos, son exclusivas
para cada organismo. Por ejemplo, la subunidad delta de bacterias equivale, en organis-
mos superiores, a una proteina denominada OSCP y la subunidad b en la levadura se ha
denominado Su4.

A continuacion se describe un aspecto relacionado con la regulacién de la catali-
sis de la ATP sintasa. Dentro del laboratorio de los doctores Armando y Marietta Gédmez
Puyou, en 1980, uno de los aspectos que se estaban estudiando era la accién de una
proteina que tiene la funcidn de regular la actividad de la ATP sintasa a través de un me-
canismo que la hace funcionar en un sentido de sintesis y no de hidrdlisis, puesto que la
reaccién de sintesis de ATP es reversible, es decir, la enzima es también una ATP hidrola-
sa.
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Figura 5. Particulas submito-
condriales.
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Las mitocondrias, como se menciond, son esencialmente fabricas de ATP y son la prin-
cipal fuente de energia del organismo, por lo que la reposicién constante del ATP es
fundamental para la vida. Dado que la reaccién de sintesis es reversible, se requiere de
un seguro que evite la hidrdlisis del ATP sintetizado. En este sentido es que actua la pro-
teina IF, un inhibidor natural de la ATP sintasa presente en mitocondrias de corazon de
bovino. Asimismo esta proteina es un ejemplo de una subunidad sUper-numeraria que
no esta conservada en todos los organismos vivos. Hoy se sabe que la proteina IF, actua
como un seguro que previene la hidrélisis de ATP cuando la presién ejercida por el gra-
diente electro-quimico disminuye o simplemente cesa.

La forma en la que se estudi6 el mecanismo de accion de la proteina IF, fue,
como se describe mas adelante, a través del uso de anticuerpos (gammaglobulinas) pro-
ducidos para unirse especificamente a dicha proteina.

Se trata de una técnica muy precisa que permi- membrana membrana
te determinar la presencia de ATP sintasa en diferentes interna externa
preparaciones de la enzima en las que se presentaban
diversos grados de actividad de hidrélisis de ATP. A con-
tinuacidn, se explican las caracteristicas de las diferentes
preparaciones de ATP sintasa con las que se contaba en
aquella época. Se hizo uso de diferentes métodos para
aislar buenas cantidades de mitocondrias que provenian l sonicacion
de corazones frescos de bovino adquiridos en el rastro.

Durante el dia, se aislaban las mitocondrias almacenadas 9(} Ocse @ %

en pequeias porciones en un congelador a -70°C. Esas 0 ')_gg

mitocondrias contenian, entre muchas otras proteinas y 0

compuestos, a la ATP sintasa con la porcion F, orientada O r% Eu O
hacia el interior (Figura 4 y 5). Sin embargo, para llevar a Q

cabo ciertos estudios bioquimicos, era necesario tener
acceso directo a la porcidn de la enzima que contiene los
sitios cataliticos. Para esto, las mitocondrias fueron so-
metidas a sonicacién (ondas de choque por ultrasonido),
lo que permite romper a las membranas que envuelven

a la mitocondria. Con este método se obtienen unas ve- m{:} a:::
siculas mas pequefias denominadas particulas submito- i:}i::} {:}{}

condriales (PSM), caracterizadas por tener la porcion IF,

orientada hacia afuera (Figura 5). La ruptura de las mito- -i:i‘-

condrias se llevaba a cabo en un medio que semeja las

condiciones en que se encuentra la porcién F, cuando particulas submitocondriales
estd orientada hacia el interior de la matriz mitocondrial,

es decir, con una alta concentracién de ADP y Pi. Las particulas submitocondriales ob-
tenidas asi tienen una muy baja actividad hidrolitica, pero cuando se preparaban en un
medio pobre en ADP y Pi, las particulas submitocondriales tenian una elevada actividad

hidrolitica, pero cuando el medio en el que se rompian las mitocondrias era pobre en
ADP y Pi, las particulas submitocondriales tenian una elevada actividad hidrolitica.

purificacion
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Figura 6. Inmunodifusion
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Estos dos tipos de particulas representaban las

= dos condiciones extremas en las que se podia
encontrar a la enzima, por lo que se hicieron
/1\\ varias preguntas sobre el control de la activi-
Mg-ATP L SMP-act  dad de la ATP sintasa por la IF .

La proteina inhibidora IF, juega un pa-
pel central en la actividad de la enzima ya que
se sabia que inhibia la actividad de la enzima
cuando, por alguna razdn, el gradiente elec-
troquimico se disipaba. De esta forma, el ATP
recién sintetizado no era hidrolizado por la en-
zima y podia cumplir con la funcién de conser-

vacion de la energia.

Se puede exponer aqui una analogia para ilustrar este punto. Imaginemos un
pozo mas o menos profundo en que la Unica manera de sacar agua es a través de una
cubeta unida por medio de una cuerda a una cremallera. Al subir la cubeta con agua, ésta
va acumulando energia. Si por algin descuido olvidamos asegurar la cremallera, la cube-
ta con el agua caera nuevamente al fondo del pozo y por lo tanto la energia invertida en
subir el agua de disipard. Algo similar ocurriria si la ATP sintasa no tuviese la posibilidad
de asegurar que la enzima no opere en sentido opuesto, es decir, hidrolizando el ATP
recién sintetizado. La funcion de IF es justamente la de conservar la energia quimica
contenida en el ATP, evitando que se disipe mediante la reaccion reversa de la sintesis. La
IF, modifica su posicion en la enzima, ya que la accesibilidad a los anticuerpos especificos
cambia en funcién del estado catalitico en el que se encuentre la ATP sintasa.

Los anticuerpos son herramientas biolégicas muy utiles, pues reconocen con
gran especificidad aquello contra lo que estan dirigidos. Estos son producidos en el orga-
nismo como resultado de un complejo proceso que determina si algo es ajeno o propio
al mismo. Una vez que alguna molécula es etiquetada como ajena, ciertas células espe-
cializadas producen anticuerpos que reconocen especificamente a dicha molécula.

Ya se habian hecho muchos intentos para obtener anticuerpos especificos contra
IF, sin éxito debido a que, posiblemente, la proteina no era detectada en un conejo como
ajena, lo cual podria deberse a que en sus mitocondrias existe la ATP sintasa, y que la
proteina que proviene de las mitocondrias de bovino no fuera muy diferente de la del
propio conejo. Sin embargo, yo ya tenia cierta experiencia en la producciéon de anticuer-
pos y decidi intentarlo llevando a cabo un esquema de inmunizacién muy particular. Para
esto, se inoculd a un par de conejos con el fin de producir anticuerpos dirigidos contra
IF, en alguno de los dos animales. Eventualmente los sueros de los conejos empezaron a
reaccionar con la proteina de interés IF..

Los hallazgos derivados de esta investigacidn, descritos a continuacion, fueron
dados a conocer en una publicacidén muy bien recibida por la comunidad cientifica inter-
nacional que estaba interesada en el tema (DREYFUS, 1981).

Se sabia que la proteina inhibidora IF interactua con la porcion F, de la ATP sin-
tasa y mas especificamente con la subunidad denominada beta (Figura 3). También se
conocia, desde hacia varios afios, el efecto inhibidor de la proteina IF sobre la reaccion
de hidrdlisis del ATP. Sin embargo, no estaba claro si esta proteina controlaba la sintesis
de ATP, que es la actividad esencial de esta enzima.
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Figura 7. Efecto de anti-
cuerpos
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Habia antecedentes de que la sintesis de ATP ocurre hasta que el gradiente electro-qui-
mico induce el desplazamiento de IF, hacia una posicion no inhibitoria. Como la evidencia
hasta ese momento era indirecta, nos propusimos demostrar de una forma mas directa
el desplazamiento de la IF, usando como herramienta anticuerpos especificos. El traba-
jo (DREYFUS, 1981) mostraba que en particulas submitocondriales que sintetizaban ATP
activamente, la union de anticuerpos especificos contra IF, aumentaba varias veces en
comparacion con particulas que estaban en reposo. Se mostré un ensayo control para
demostrar que los anticuerpos reconocian la molécula contra la que iban dirigidos (IF ).
El ensayo se denominaba “inmunodifusién” y si la prueba era positiva, se observaba una
raya (en términos bioquimicos un precipitado) entre los pozos en los que se depositaba
la mezcla formada por el anticuerpo y el antigeno (IF,) (Figura 6). El siguiente paso era de-
terminar si los anticuerpos tendrian la capacidad de neutralizar la actividad de la proteina
contra la que estaban dirigidos. Para eso se aprovechd el hecho de que la IF, es capaz de
inhibir la actividad enzimatica de la ATP sintasa tanto en su forma soluble como cuando
esta unida al sector F en la membrana. De tal manera que si se preincubaba a la IF, con
los anticuerpos especificos, se podria esperar que su capacidad inhibitoria fuera neutrali-
zada al unirse con la molécula del anticuerpo. Y justamente eso fue lo que resulté cuando
se llevaron cabo los experimentos (Figura 7). La grafica muestra un control realizado con
un anticuerpo inespecifico (gamma-globulina) que no evita la inhibicién que produce la
IF,, sin embargo, las gammaglobulinas anti-IF_ si la inhiben y este efecto es proporcional
a la concentracion del anticuerpo agregado.

gamma-globulinas inespecificas gamma-globulinas inespecificas
) o ~ o IOOlI‘Q——o___O
-
S
—
o]
o
5 F1 PSM
O sor- sof-
2
°
§= gamma-globulinas anti-IF1 gamma-globulinas anti-IF 1
(O] - L
o] L]
=
2 ] 1 4 g L
1 2 3 4 5 1 2 3

gamma-globulinas (mg)

Al analizar los resultados, se pudo constatar que la proteina inhibidora, indepen-
dientemente de la magnitud de la actividad enzimatica, se mantenia unida a la porcion F,
y como en aquel tiempo no se habia llegado a un acuerdo sobre el mecanismo de accién
de la IF,, se intentd resolver al menos parte del problema. Para esto, se usé material ra-
diactivo para marcar los anticuerpos anti-IF, y poder identificarlos posteriormente. Esto
se llevd a cabo con un isdtopo radiactivo del yodo (l), el yodo 125 (**°) debido a que
este método puede detectar cantidades muy pequefias del material al que esta unido el
isotopo radiactivo®.
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Figura 8. Uni6n de anti-
cuerpos anti IF1. Efecto de
anticuerpos

[2] El experimento era deli-
cado porque se tienen
que tomar precauciones
especiales al trabajar
con material radiactivo
y el yodo en especial es
peligroso, ya que si no
se maneja correctamen-
te se puede contaminar
la glandula tiroides con
graves consecuencias.
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Primero se marcaron los anticuerpos con el '**| mediante una reaccion quimica y poste-
riormente se separaron aquellos marcados del is6topo libre que no se incorpord. Una
vez que se tuvieron los anticuerpos marcados, se analizd cudnta radiactividad habian
incorporado. Esto es muy importante, pues mientras mas actividad radiactiva tengan,
mas sensible es el ensayo. El marcaje fue bastante bueno y se logroé tener un buen lote
de gammaglobulinas, tanto inespecificas como especificas marcadas con *#°l.

Posteriormente se hicieron ensayos de union de los anticuerpos a dos tipos dife-
rentes de particulas submitocondriales, unas que presentaban una actividad enzimatica
de hidrdlisis de ATP baja y otras con una actividad diez veces mas alta. Estos ensayos
mostraron que la unién de los anticuerpos radiactivos era al menos cuatro veces mayor
en particulas submitocondriales con alta actividad enzimatica, con respecto a las que
presentaban baja actividad (Figura 8).
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Los resultados mostraban por primera vez que la proteina IF,, encargada de in-
hibir la hidrélisis del ATP respondia a la presencia del gradiente electro-quimico y que lo
hacia a manera de un seguro, el cual permite la sintesis al moverse de un sitio en el que
inhibe a la enzima, a otro en el que no lo hace.

Hasta el dia de hoy, aquellos resultados han resistido el paso del tiempo: se sos-
tiene el concepto de que IF, regula a la ATP sintasa desplazandose, para permitir que la
enzima lleve a cabo la sintesis del ATP sin que se libere de la misma.

El trabajo fue muy novedoso e inicid mi camino en el campo de las membranas
bioldgicas, en el que sigo interesado después de tantos afios. Esta gran aventura cien-
tifica pudo llevarse a cabo gracias a la enorme generosidad y al entusiasmo del doctor
Gbémez Puyou y su de esposa Marietta Tuena, quienes, a lo largo del tiempo, han trans-
mitido a muchas generaciones de estudiantes y colegas, su amor y dedicacion a la ciencia
y con quienes estaré siempre muy agradecido. El doctor Gdmez Puyou decidié dedicar
su atencion a otros problemas, mientras que su esposa y eterna compafiera, la doctora
Tuena, se mantuvo fiel a aquel viejo amor por membranas y mitocondrias. *
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