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RESUMEN

Se obtuvo uns preparacién de vesiculas de membrana plasmitica de
S.cerevisiae de acuerdo al m&todo reportado por Franzusoff y Cirillo (J.Biol .Chem,
258: 36088, 19383) con algunas modificaciones.

Esta preparacién fue capaz de geherar un potencial de membrana, por
actividad de la ATPasa, al adicionar Mg-ATP Al madio; medido por cambios de
fluorescencia con el colorante Oxonel V. Este potencial fue sensible a inhibidores
especificos de la ATPasa plasmitica y a desacoplantes. De igual manera se
genera un gradiente de pH, el cual fue medido por cambios en la fluorescencia del
ACMA.

Con estas veslculas se midid la salida de k%, con un electrode
selecvivo, provocado por la actividad de la ATPasa al afiadir Mg-ATP al medio y la
entrada de 4%¢ca*t al generar un potencial artificial con valinomicina en
vesiculas cargadas con k*.

Los resultados obtenides indican que estas vesiculas se encuentran selladas,
siendo capaces de generar un potencial de membrana, positivo en gl interior, y un
gradiente de pH, Acido en el interior, y son adecuadas para ser utilizadas en el

estudio del transporte de iones en la mambrana plasmdtica de la levadura,

SUMAARY

A preparation of vesicles from yeast plasma membrane was obtained, according

to Franzuseff and Cirillo (J.Biocl.Chem. 258: 368, 1983), with slight modifications.

e
.



When M3-ATP was added, this preparation was able to generate a membrane potential,
as measured by the fluorescence changes of the dye oxonol V, that was sensitive to
inhibitors of the IIY-ATpPase of yenst and uncouplers. |

A transport of K* was measured in this vesicles, ‘using a specific K*
electrode, produced by the activity of the ATPase when Mg-ATP was added to the
preparation, also the entrance of 45&1“’, when an artificial potential was
generated with valinomycin in vesicles charged with K. l

The results obtained indicate that this vesicles are well sealed and capable
of r;xe;ssu:ing a membrane potential, positive inside, and a pH gradient, acid inside,

vhich may wonder them suitable to be used in studies of ion transport in yeast,
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INTRODUCCION

1As levaduras son organismos unicelulares, eucariontes, gue han sido
clasificados dentro del Reino Fungi y se eﬁcuentran representados en la Naturaleza
por aproximadamente 39 géneros y 350 especies. La mayorla de ellas se
encuentran asociadas a3l progreso, tanto industrial como comercial de la humanidad,
debido a su capacidnd de convertir azdcar, rdpida y eficientemente, en etancl y
CDzlpor medio del proceso de fermentacidn alcchdlica.

Desde tiempo immemorial, las levaduras han sido utilizadas para la produccién
de‘vinos, cerveza y pan, habiéndose encontrado en excavaciones de Tebas, urnas de
cérveza con levadura sedimentads, que datan de 2080 afios A.C.

Otra contribucién muy importante de las levaduras al progresc de la
humanidad, ha sido en la investigacién cientifica; se dice que la bioguimica
nicid con la tecnolegla de la levadura; a partir de ellas se han elucidado
muchos bxocesos biogquimicos y metabdlicos que se llevan a cabo en los organismos
en general, Se puede decir que estos estudios bioguimicos se iniciaron cuando leos
hermanos Buchner en 1897 descubrieron la fermentacidnh del azdcar a partir de
“Hugos" de levadura que utilizaban para curar ciertas enfermedades (l).

Luis Pasteur fue uno de los primeros investigadores que se preguntd por qué
laé levaduras acidificaban eilncdio externo en el gue se encontraban, y nc fue hasta
1948 cuando Conway confinnd que durante la fennentacidn de la glucosa, habta
una produccién masiva de HY de 1a célula que acidificaba rapidamente el
medio; proponiendo la existencia, en la membrana plasmitica de la levadura, de un
catalizador redox (probablemnente un citocromo) que sacara H' al medio y que pasara
los electrones a algdn aceptor orgdnico en la cflula (fig.l A). '

Siguiendo las investigaciones, observaron que los flujos de protones iban



acompafiados de 1a entrada de K' a la célula; se propuso entonces la existencia
de un acarreador electroneutro capaz de intercambinr Kt extracelular por o't
intracelular (fig 1 B}, pero este modelo no explicaba cdmo se acoplaba la
energia a estos movimientos de iones (2).

Posteriorninente, cuando se empezaron a renlizar estudios electrofisioldégicos
en ctlulas de gran difmetro, en dorde e= posible introducir microelectredos, se
postuld la existencin de banbas electrogénicas de H' en las membranas
plasmiticas de hongos, plantas y algas (fig.l C}, debido a que los potenciales de
membrana medidos con los microelectrodos no podfan ser explicados en términos de
potenciales de una difusien pAasiva de iones,

El potencial de la membrana plasmitica estd dade por una distribucién
desigual de iones en ambos lados de &sta gue origina un desbalance eléctrico por
los movimientos compensatorios de los iones a traves de la membrana, Cuando
existe un desbalance eléctrico, los iones permenntes se muaven a través de la
membrana en respuesta al potencial hasta que se establece un equilibrio
electroguimico., Este movimiento de iones permeantes es el liamado potencial de
difusidn y estd dado por la ecuacidn de Nernst para cuando Se trata de un solo

idn permeante 3
-E = RT 1In ‘ion dentro
zF ion fuera

R = cte. gral de los gases, T = temperatura absoluta,F = cte. de Faraday. z = valencia

del ien permcante
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Sin’ mﬂ:éfcjé,’l an lasmem.branas biolégicas existe mas de un i®n permeante y

entonces el potencla ded1fu51dnest':—ldndo por la ecuacién de Goldman :

‘RT-In_Pna (Na) £ + PR(K)E + Pel(clyd

RS Pa(na)d + PK(R)A + Pol(CIE

P & permeabilidad del Na.Pk = permeabilidad del K.Pcl = permenbilidad del Cl

Por lo tanto la capacidad de mantener un cierto potencial de membrana estaria dada
por el transporte activo de todos los iones, para el cual se requiere energia.
pebido a esto, en los hongos se postuld la existencia de la bomba, que seria la
generadora de encrgla, apoydndose en los datos de que los inhibidores
metabdlicos eran capaces de disminuir el potencial de membrana e inhibir los
flujos idnicos. En las levaduras se sugirid (3) que esta bomba de protones
pedria ser una ATPasa que al hidrolizar el ATP Soltaba un protén al medio,
produciendo un deseguilibrio de cargas y explicando as! el acoplamiento
cnergético, Por otro lado se observd que en estos organismos el transporte
activo de nutrientes se lleva a cabo por cotransporte con }{+, lo cual sugirid la
existencia de un mecanismo guimiosmético donde el gradiente electroguimice de
protones generado por la bomba, proporciomaria la energfa pora la entrada de
-nutrientes a la celula, El papel de este gradiente fue postulado por primera vez
por Eddy e Indge en 1962 (9) y hasta ahora se bha pensado que es el res‘ponsable del
transporte de metabolitos tales como Ca'¥, kt, aminodcidos, fosEato Y
azac:-xres (3,4,5,6,7.,8). .

Actualmente ya ha sido purificada y caracterizada una ATPasa de protones de la

membrana plasmitica. Esta bomba seria fisioldglcamente equivalente a la
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ATPasa Na+/K+ de la membrana plasmstica de las c#lulas animales (10).

En la mayorta de las levaduras estudiadas y en ciertes hongos como

[3

Neurospora crassa las caracteristicas gencerales de la ATPasa de Ht de membram

- plasmAtica son similares y se diferencian de la ATPasa mitocondrial o vacuolar de
estos mismos organismos.

Por electroferesis en geles de poliacrilamida con SDS de la enzima purificada,
se ha encontrado que estd constituida por un solo polipsptido de 100,000 a
195,000 daltones, a diferencia de 1o mitocondrial que estd formadn por varias
subunidades. Su pi &ptimo varla dependiendo de la levadura; para

Schizosaccharomyces panbe se ha reportado de 6 (11), Candida tropicalis entre 6 y

6.7 (12), Neurospora crassa de 6.8 (13) y Saccharanyces cerevisiae de 7.5 {14,15,16)

¥ 5.5 (17). Aunque los valores de pli éptimo reportados en la literatura varfan
de 5.5 a'7.5, parece ser que estas variaciones pueden explicarse por diferencias en
las condiciones experimentales (2) yn que se han reportado diferentes valores para
el pH &ptimo que varian dentro de ese rango en una misma cepa; otra posibilidad
seria que existiera contaminacien con ATPasa mitocondrial en esas preparaciones
cuyo pH éptimo en todos los casos se‘encuentra alrededor de 9, o de ATPasa
vacuolar para la cual es de 7.5 (18,19).

El sustrato especifico de la enzima es el ATP - Mg'¥; en 1la ATPasa
purificada se ha visto que el co*t y el Mntt también pueden funcior;ar como
cofactores (2). A bajas concentraciones de Mg++ libre que van de ¢.82 a 1 m4 la
enzimp se activa, mientras que a concentraciones mis altas, hasta 10 w4 se observa
una inhibicidn pseudocompetitiva (14,20); otros autores reportan que 5 m4 es 1a

concentracién éptima y hasta 25 mM observan solo un 20 t de inhibicién (17).



LA relacién éptima M3++ - ATP parece ser de 1 aungue Delhez et.al. (11)
reportan que es de 1.5.

Los cationes monovalentes son capaces de activarla (12,21,22), aunque por
estudios preliminares en nuestro laboratorio parece debarse a un efecto de la fuerza
idnica y no de los eationes "per se". La ATPasa mitocondrial tambidn es
estimaulada {2) perc no ast la ATPasa vacuolar (23); ademds se ha reportado que
los cationes monovalentes también son capaces de protegerla contra la
inaqtivacién (14).

t.os cationes divalentes en cambio, tienen un efecto inhibidor en presencia de
Mg"f"' (12,22), a diferencia de la ArpPasa vacuolar la cual no se inhibe con ca*?
como en el caso de la plasmidtica.

Otra propiedad de 1la ATPasa de la membrana plasmitica, es su especificidad
por ciertos inhibidores que no afectan a las otras dos; tal es el caso del vanadato
y el DEB; la enzima no es inhibida por oligomicina, venturicidina ni azida, que son
especlficos de la mitocondrial y por lo tanto, tampoco afectan a la vacuolar
(24,25). Por otra parte existe una serie de inhibidores' que afecta a ambas enzimas
con diferente especificidad come son el DCCD, Dio 9, NaF, etc.
{3,11,12,14,17,18,19,21,23,26,27). LA inhibicién por vanadato de la ATPasa de
membrana plasmdtica, a diferencia de las otras ATPasas, suglere la existencia de
un intermediario fosforilado en el mecanismo enzimdtico, al igual gue en la ATPasa
de wt/kt y la de eatt, ya que el vanadato se ha postulado como un andlogo
del Pi en los estados de transicién durante 1la hidrelisis del fosfato con

proteinas (17,28).

bPurificacien y reconstitucien de la cnzima en membranas.

Se han utilizado diferentes tdcnicas para la purificacidn de esta enzima;



dado gue se trata de una proteina integral de mawbrana es necesaria la

utilizacidn de detergentes para lograr su solubilizacidn; aungue los metodos
difieren en pequefios detalles como el uso de diferentes detergentes, etc.,
basicamente consisten en los mismos pasos (27,29,30). Con la ATPasa purificada se
renlizd una scrie de estudios de caracterizacien y comprobacien de lo gue se

habia observado en las investigaciones con el organismo completo, Al utilizar las
técnicas que se han desarrollado para la reconstitucidn de protetnas en

membranas artificiales (31,32), se logrd incorporar la ATPasa purificada a
liposomas y se comprobaron definitivamente las observaciones de que en efecto se
trata de una banba electrogénica de ut (33,34,39).

En los estudios realizados por Malpartida y Serranc (18) con la ATPasa
purificada Qe S.cerevisiae.y reconstituida en liposomas, se obtuvieron resultados
con los cuales proponen gque la ATPasa, al menos en su sistema, se comporta de manera
heterogénea; parte de las moléculas operan como bomba electrogénica de
protones y parte como bomba electroneutra, transportando también k" en un
intercambio HY/K*. ' Estos autores ademds postulan una tercera posibilidad de
gque la ATPasa realice un intercambio electrogénico de ant et (fig.2).

También indicaron que en su preparacién de ATPasa "purificada® tienen
polipsptidos de bajo peso molecular, lo gue parece sugerir que tal vez alguno de
ellos pueda actuar como acarreador de g que también se les incorpora en los
liposomas y ser el causante de 1a heterogeneidad que observan.

otro autor gue apoya este punto de vista de que la ATPasa de protones en
realidad es una ATPASA H+/K+ es Villalobo A. (36,37), que propone gue la enzima
se encucntra involucrada en la translocacién de los iones k' a través de la
mambrana plasnitica via uvna .compuerba sensible a voitaje que pucde estar
loealizadn en 1la misma enzima (36).

Aungue 1a ATPasa pudicra funcionar come una bomba de cationes por la cual el
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Fig 2.~ A) Bomba clectrogénica de u* . B) Intercambio electroncutro

H* / K* . C) Intercambio clectrogénico H*/ K* . (tomado de (3)).



Kt serta translocado al interior celular y los H* al exterior a expansas de la
hidrélisis de ATP, las posibilidades son que el transporte de Kkt se lleve a cabo
impulsado por la fuerza electravotriz de H' en lugar del potencial de membrana
como se habia propuesto ya que los potenciales de membrana calculados para las
levaduras (ver pag.lg) son muy bajos para poder explicar 1a distribucidn de Kkt
observada en las cdlulas (28},

Trabnjando con las ctlulas completas es dificil interpretar ésto, ya que
para medir los flujos de protones se usan electrodos de pH o métodos
espectrofotométricos (39) que detectan la acidificacidn neta, la cual ademds
de los ' puede estar dada por scidos crganicos gue tambien son expulsados
por la célula (40); ademas como se ha observado que con algunosrinhibidcres hay
salida de K¥ (41,42); es necesario decidir que flujos de cationes se encuentran
directamente acoplados a la hidrélisis de ATP y cuales indirectamente,

Estas dificultades pueden disminuirse si se trabaja con vesiculas de membrana
plasmdtica en las cuales se elimina por completo el metabolismo celular y es
posible controlar las composiciones idnicas de las soluciones tanto internas como

externas,

" Vesiculas de Membrana

LA utilidad de usar vesiculas de membran»s plasmitica para los estudios de
transporte se ha demostrado ampliamente, sobre todo en sistemas epiteliales o en
otros tipos de cé&lulans animales., Sin embargo, en hongos, sdlamente en el caso

de Neurcspora crassa cuyn membrans se vesicula fAcilmente se hablan podido

realizar eostos estudios (43,‘44,45) . En el caso de las levaduras especialmente

Saccharomyces cerevisiae habla sido dificil obtener preparaciones de vestculas

selladas; las preparaciones que se hablan logrado (46) tentan baja actividad de



ATPasa y no se encontraban selladas. llace poco tiempo Franzusoff y Cirillo {47)
modificando el procedimiento de rFuhmnan et,al. (46} obtuvieron vestcuelas de

Saccaromyces cerevisine con las cuales estudiaron el transporte de glucosa,

Recientemente Ahlers (22) reporté una preparacion de vesiculas capaces de
generar un gradiente de pil.

Una manera de comprobar que las vesifculas se encuentran selladas es
determinando si son capaces de generar y mantener un potencial de membrana. En
células de gran tamafio este potencial puede medirse directamente con electrodos
colocados a ambos lados de la membrana y midiendo la diferencia de potencial
existente, pero en las vesliculas o en las cé#lulas pequefias es necesario utilizarx
m&étodos indirectos, como determinar la distribucidn al equilibrio de iones en el
interior y en el exterior y de ahf calcular el potencial, como se ha hecho con la
distribucién de cationes lipoftlicos como el tetrafenilfosfonioc (TPP*) y el
trimetilfenilfosfonio (TPmp'), los cuales se equilibran de acuerdo al potencial y
por su permenbilidad pasiva a través de la membrana, estudiando su distribucién
en cordiciones en l.as cuwales la célula se encuentra despelarizada o
hiperpolarizada. Los potenciales de membrana medidos en cé&lulas de levadura por
esta téonica varian entre -50 y -120 mv, dependiendo de la especie estudiada y
del pH externo al cual se mida. Para S.cerevisiae se han reportado a pH 7 valores
de ~-76 vV (48), =120 mv (49), -90 mv (50).

Tanbién se han utilizado los colorantes fluorescentes para la deteccién y
medicién del potencial de membrana. Existen tres clases principales gue han
demostrado ser eficientes para estos fines que son las merocianinas, cianinas y
oxonoles {51,52) (fig.3). En gencral son moléculas cargadas, perm@ables a traves
de la mombram y que s redilstribuyen pasivamente dépendiendo de los cambios de
potencial y mostrando cambios de abscrcién o fluorescencia hasta de un 90%.

Usando una cianina se midid el potencial de membrana de S.cerevisiae, y se obtuvo

10
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un valor de =74 ¥ a pH 6 (53),valor que estd en el rango de los calculados por
los otros métodos, por lo que s5i parecen ser confiables para hacer determinacicnes
cualitativas del potencial.

Otra manera de saber que las vesiculas se encuentran selladas es ver si son
capaces de mantenar el gradiente de pH generado por la actividad de la ATPasa. Esto
tambi&n ha sido medido, en diversos sistemas, con coiorantes fluorescentes que
detectan cambics de pH, como 1a fluorescetna (54,55,56,57) la 9-aminc acridina
{58,59) el naranja de acridina (45) y la 9-amino 6-cloro 2 metoxiacridina {ACMA)
(22,34,35).

Con toda 1a infornmacidn de que se dispone hasta el momento adn quedan
muchas preguntas pdr respondder para legrar esclarecer de gue manera ge encuentran
acoplados los flujos de iones a la actividad de la ATPasa. Debido a esto el
objetivo de este trabajo fue tratar de lograr una preparacien de vesiculas de
men;brana plasmitica de S.cerevisine que se encontraran selladas, si lograbamos
sellarlas entonces serfan capaces de generar un potencial de membrana y un
gradiente de pH por actividad de la ATPasa al agregar Mg-ATP. ‘Tambidén era
importante gue é&sta vesiculas tuvidran umn buena actividad de ATPasa, asi
como todos los componentes de la membrana plasmdtica para poder renlizar estudios
de transporte de metabolitos, ya que el interés principal del laboratorio es el
estudio del transporte de diversos metabelitos en las células de levadura y con

&stas vesiculas se.abrirla un gran campo para facilitar dichos estudios,

12



MATERIAL

El oxonol v y el DiSC5(3) fueron obtenidos de Molecular Probes, Juntion City,
Oregdn; I N

El MCMA fue donado por el Dr, P. Overath, Max pPlanck Institute for Biolegy,
" Tubingen, ' _
El 1799 fue donado por el Dr. P.G. Heytler, Dupont de Nemours, Wilmington, :

Delavare, USA.

El mercaptoetanol se obtuvoe de Schwarz/Mann Dickinson and Co. Orangeburyg, New
York. !

El imidazol, M3SO,, KCl, TCA fueron de Baker y Co. méxico.

Todos los dem#s reactivos fueron de Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. USA, u

obtenidos comercialmente de grado analitico.

METCDOLOGI A

1) Cultive de las células.

La levadura Saccharomyces cerevisiae se obtuvo comercialmente de La Azteca S.A.

El paguete de celulas se resuspendiercn a razén de 30 gn/lt (peso hamedo) en

el medio descrito por De Kloet et.al. (6¢) que contiene CaCl, 8.382 gr/lt, M3SO,
B.'513 gr/ll;, KH,PO, 2 gr/lt, (HH4),SO, 6 gr/llt, bnctopeptonals gr/lt,

extracto de levadura 2.5 gr/lt, dlucosa anhidra 40 gr/lt y 1act'.ato. de sodio al 50%

7.12 ml; incubdndose durante 8 h a 30'C bajo aerecacién vigorosa. Posteriormente,
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las ctlulas se centrifugaron a 3008 rpm Qurante 5 min, y se lavaron dos veces con
agua desionizada, resuspendi#ndolas finalmente en 408 ml de agua. Se aerearon
durante toda la noche (15 ~ 18 hs) burbujeando aire a través de la suspension.

A la mafiana siguiente, las células se centrifugaron y se lavaron una vez coh agua

desionizada.

2) purificacisn de la membrana plasmitica.

Se purificaron de acuerdo con Franzusoff y Cirillo (47). L[a técnica consiste
en lavar una vez las células en un amortiguador que contiene sacareosa #3.25 M,
imidazol 18 mM, EDTA 1 mM, mercaptoetanol 2 md, PMSE 1 md, y NaN; al 0.02% pi 7.4
(amortigundor a). Se resuspendieron las cdlulas en este misme amortiguador {150 gm
de peso hémedo en 250 ml) y se rampieron con perlas de vidrio de 0.25-8,3 mu en un
homogeneizador de c#lulas B.Braun telsungen A.G., enfriade con CO,, dv;:rante 9%
seg en lotes de 580 ml, colocando la mitad de perlas en el frasco y lo demds con
las células resuspendidas. Una vez rotas todas las células, la suspencién
final se filtrd en un embudo de vidric de filtracidn de 46-60 ans para eliminar
las perlas de vidrio, las cusles se lavaron con 148 ml del mismo amortiguador A
frio. - |

El homogeneizado anterior se sometid a centrifugaciones diferenciales,
alternados con sonicaciones en un scnicador de vastago MSE, a 2 amperes, cambios de
pPH, congelacidn en un bafio de hielo seco acetona y descongelacidn en un batic de
agua a temperatura ambiente como se indica en la fig.4. A pa;tir del precipitado 4,
la resuspensidn de las muestras se renlizé en el amortiguador B que contenta
Tris 16 mM, EDTA 1 md, PMSF D,1 mH, NaN5 Al ¢,02% y mwercaptoetancl 2 4 pH 7.5,

A esth tdcnica se le adiciond en el dltimo paso uma centrifpgacién a 36

009 rpm x 48 min de las membranas resuspendidas en el amortiguador B. Las membranas
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Fig 4.~ Esquema de la purificacién de 1a membrana plasmaitica.
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se resuspendieron fimalmente en un voluren minimo del misme amortiguador a razén
de 1 -~ 20 mg de protetma/nl. El lavado adicional se llevé a cabo para eliminar
las actividades de pirofosfatasa y fosfatasa encontradas en la muestra. La pureza
de la preparacidn se estudid por microscopia electrdnica y por la actividad

de ATPasa sensible a vanadato, oligomicina y azida de sodio,

3) Determinacidn de protelnas.
La protelna se determine mediante la técnica de Lowry (61) untilizande

alb®¥nina de suero bovino como estAndar,

4) Formacidn de las vesliculas de marnbrana plasmitica.

Se siguieron los procedimientos de Franzusoff y Cirillo (47) con algunas
modificaciones. Se prepararon liposomis de fosfatidilcolins de soya (Sigma Chemical .
Company P-3644) a una concentracidn de 47.6 ng/ml, en un amortiguador MES-~TEA 10
mM pi{ 6.5, EDTA 1 m, que contenfa ademds acetato de K 18 mM, o sacarosa 20 oM,

o KC1 1¢ mM, sonicAhdose a claridad, generalmente durante 45 seg., en un sonicador
de vastago (Branson Sonic Power Company, Modelo B 12) . De la suspencidn de
-liposomis se tond 31.5 my de &stos y se mezcld con 4 mg de protetna de

membrana plasmitica, llevAndolas a un veluwen final de 1' ml con el mismo
amortiguador, Se agitaron sumavemente, se congelaron en un bafio de hiele
seco-acetona y se éescongelaron a temperatura ambiente dos veces. Posteriormente se
sonicaron en un bafio sonicador (Branson B 32) con $.01 % de tritdn, durante

tienpos variables basta que la mezcla se aclarara, generalmente este tiempo fue de

10 min.

5} Ensayo enzimitico,

" LA determinacién de actividad de la ATPasa en la preparacién de membrana
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plasmitica y en las vesiculas se midid en un volumen final de 350 ul de un
medio de reaccien que contenia sacarosa 20 md, MES-TEA 16 mM pH 6.5, EDTA L .mM,
Mr_;so4 10 mM y ATP 6 mHd. La redccidn se comenzéd por 1a adicidn del ATP vy la
mezcla se incubd a 30 C durante 10 min, La incubacién se detuve adicionande 1006
ul de TCA al 30 % y transfiriendo los tubos a un bafio de hielo, Posteriormente se
centrifugaron 3 min A 3008 rpm y en una allcuota de 2080 ul del sobrenadante se
midid el contenido de fosfato por el método de Fiske y SubbaRow (62), preparando
un estAndar de fdsfatos para cada ensayo. La actividad se va a expresar como
rmolas de fosfato (min x mg prot)"l

Para medir si habia actividad de ATPasa mitocondrinl en la muestra de
mambrans plasmdtica se ensayd de la misma manera mencionada anteriormente pero
utilizande como amortiguador Tris 50, 100 w4 pH 9.

1a concentracién de protelnma utilizada en cada ensayo fue de 16@ ug. Los
inhibidores utilizados se preincubaron 2 min con la preparacién excepto para el
PCCD, que se preincubd 29 min A las concentraciones mencionadas en las tablas

respectivas,

6) Pruebas fluorescentes.

" El potencial de difusién generado con valinomicina, se detecté por el
apagamiento de ia fluorescencia del DiSC3 (3) excitando a 540 nm y recogiendo la
anisién a 598 nm (53}. [As veslculas se prepararcn en un amortiguador MES-TEA
1¢ mM4, KCl 180 mM pH 6.5. 180 ul de vesiculas se adicionaron A un volunen final de
2ml en upa celdilla que contenia MES-TEMA 10 mM pH 6.5, sacarosa 200 wM y

DiSC3(3) 4 wi. Las adiciones fueron valinomicina 1.5 ng, COCP 1 uM, KC1 5 MM v
1799 18 uM.

La foonmacidn de un potencial de membrana y un gradiente de pH se ensayaron
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por el apagamiento de la fluorescencia con Oxonol v (63,64) y acqAa (22,34,35),
respectivamente. E1 Oxonol V se excitd n 580 rm y se midid la fluorescencia
emitida a 650 mv. Para el ACMA las longitudes de onda utilizadas fueron 460-470 rm.
Las vesfculas preparadas en los diferentes amortiguadores (43¢ ug de
protelna) se adicicnaron en una celdilla con MES-TEA 10 mM pH 6.5 y sacarosa 20
mM, KCl 10 mM o acetato de potasio 19 mM, en un volumen final de 2 ml. Para
estudiar el potencial de mambrana generado por hidrélisis de ATP s¢ utilizé
M3S0, 5 mH4, Oxonol V 8 uM y se inicié 1A reaccién adicionando ATP 5 mM. Para
la madida del gradiente de pH se utilizd Mgso‘i 1.5 mM, ACMA 6 uM, ¥ se inicid
la reaccidn con ATP 1.5 mM. En ambos casos se hizo un trazo agregando 18 ug de
oligomicina para determinar el grado de contaminacion mitocondrial de cada

preparacidn. Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un fluordmetro

de SLM Instrunents Inc.

~7) Microscopla electrénica.

Las muestras de membrana purificada y de las vesiculas se sometiercn a
una tincién negativa, poniendo una gota de la suspensién respectiva. sobre la
rejilla, secAndola con un papel filtro y aplicando una gota de Acido
fosfoténgstico al #.2 3. Se dejé tefir durante un minuto y se secd con un
papel filtro. Las preparaciones fueron cobservadas y fotografiadas en un

microscédpio eleétrénico de transmisién Jeol 100 B.

8) Mxdida del transporte de k*.
Se prepararon vesfculas de la mismr minera indicada anterionnente en un
amortiguador MES-TEA 10 mM pH 6.5, KCL S50 mM, EDTA 1 mM. Se pasaron por una columna
de Sephadex G 50 fino de 8.7 x 25 om equilibrada con MES-TEA 1¢ w4 pH 6.5, sacarosa

100 my eluyéndolas con el mismo amortiguador.
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Los movimientos de K' de las vesiculas cargadas fueron monitoreados con un
electrbdo selectivo de XK' Orion, usando un electrodo de referencia de calomel,en
una cAmara de 18 ml a 25°C.

Los electrodos se conectaron a un amplificador potenciométrico
Heath-Schlumberger modelo EU 200-1 conectado a un graficador. Los trazos se
iniciaren al adicionar 50 ul de las vesiculas en un medio que contenta MES-TEA
10 mM pH 6.5, sAacarosh 108 mM, KC1 28 uM y con o sin Mg-ATP 1 mM. Los controles
respectivos se llevaron a cabo con liposomas cargados con XV, igual que las
vesiculas y también pasados por una columna,

Se utilizaron cantidades conocidas de una solucidn estdndar de KCl para

calibrar la respuesta del electrodo en cada experimento.

9) Medida del transporte de catt.

S5e prepararon vesiculas de la misma manera cargadas con kKt como se indicé
en la medida del transporte de K. .

Los movimientos de Ca'’ se midieron usando un medio de reaccién que
contenta sacarosa 160 mM, MES-TEA 10 mi pH 6.5 y 1°Ca'* 158 w4, al cual se le
adicionaban las vesfculas preincubando 3 min a 36°C. Se tomaron alicuotas de 100
ul que se filtraron en columas de Dowex AG SPW-XB de 9.5 x 2 an centrifugdndolas
durante 15 seq, tomando una muestra de 50 ul para contarla en un contador de
centelleo Packafd Tri-Carb 3¢@. Postericrmente a la mezcla restante se le adiciond
valinomicina 10 ng y/c A23187 3 uM o FOCP 0.1 uM. Se incubd 1 min'mAs a 38°Cy
se tomaban alicuotas que se filtraban de la mismw manera en las columnas y se

midié su contenido de 45ca*t
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'RESULTADOS
bPurificacisn de la membrana.

Al purificar la membrana por el metodo de Franzusoff y cirilio (47) encontramos -
cque ademds de la ATPasa, existlan también actividades de fosfatasa,
demostrables usando ADP ¢ PNPP como sSustrato, y de pirofosfatasa con PPi como
sustrato. Estas actividades podlan ser inhibidas por molibdato y NaF
respectivamente, los cuales son inhibidores especificos para cada una de ellas.
Con 1la adicién de unn centrifugacidn mids de 36 G600 rpm X 40 min a la técnica
original se pudieron eliminar totalmente estas actividades ¥ quedando solamente 1la
actividad dc ATPasa de la membrand plasmitica, Esto sugiere que las otras
actividades eran de enzimas solubles del scbrenadante que no se hablan removido

durante la primera centrifugacidn.

hetividad de ATPasa de la membrana.

La actividad de ATPAasa en la preparacién purificada de membrana plaswaAtica,
medida a pH 6.5, varid entre #.6 y 1.5 unoles{min x mg)"l, aAungue en algunas
preparaciones se encontraron actividades hasta de 2 umoles (min x mg)"l. Esta
actividad es similar a la reportada en otras preparaciones (22,47). La enzima fue
inhibida eficazuente por vanadato y DEB. Otres inhibidores no tan eficaces fveron
TFE ¥y DCOD, que hubieron de utilizarse a altas concentraciones. La oligomicina

inhibidé entre 5 y 1 %, y como era de esperarse la azida de scdio no inhibidé

(tabla 1).
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Tabla I .- Actividad de ATPasa de la membrana plasmitica purifi-
cada. Efecto de los inhibidores.

Condiciones Act. especifica Act. relativa
Experimentales umoles/min/mg % del control
kcontrol 1.48 100
oligomicina 10 ng 1.44 ' 97
vanadato 100 uM | 0.07 5
NaN, 300 uM 1,46 99
DB 1mM 1.12 3 76
TFE 250 uM 1.39 94
DCCD 100 oM 1.25 84

La actividad se midid segiin se describe en la mectadologia. Los
inhibidores se adicionaron a las concentraciones indicadas, 2 min
antes de iniciar ia reaccidén con ATP, excepto ¢l DCCD que se pre
incubd durante 20 min,
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Al medir la sctividad de ATPasa a pH 9 en la preparacién de mambranas
obtenida, se conprobd que -no existia contaminacién con ATPasa mitocondrial al
no obtenerse prActicamente ninguna actividad. Tampoco existla contaminacién
con ATPasa vacuolar ya gue la preparacidén se inhibfa totalmente con vanadato y

la ATPasa vacuolar no es inhibida por este canpuesto (19,23).
Formacidn de las vesiculas.

A diferencin de lo reportado {47) sobre el ticmpo de sonicacidn de 7 seq.
para la formacidn de las vesiculas, despuds de la congelacidn -
deécongelacion, no fue posible obtener la fusidn de los liposomas con los
f;:agmcntos de membrans plasmdtica. Esto fue verificado al centrifugar, la mezcla
de membranas con liposamas sonicada 7 seg, en un gradiente de Percoll de 1.819 a
1.14 g/ml a 70 000g durante 45 min, donde se obtuvieron des bandas, una
correspondiente A los liposomas y otra a las membranas. Se observd también 'que
las ves!fculas asi preparadas tampoco eran capaces de generar un potencial de
membrana,

Este problema se soluciond sonicando durante mis tiempo, del orden de
minutos, Sonicando de 3 a 5 min se obtuvo la fusién de los liposocnmas con las
membranas, como se hizo evidente en el gradiente de Percoll Al obtenerse una sola
banda y con la capacidad de ias vesficulas de generar tanto un potencial de

membrana como un gradiente de pl.

Microscopia electrdnica,

Por microscopia electrdnicn usando tincidn negativa, al observar la

muestra de las membranas purificadas (fig.S) notamos que &Stas no se encontraban
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.. Fig. 5 .- Microscopia electrdnica de 1a membrana plasmética. 32 500 X
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vesiculadas; si no s®lo existian fragmentos de membrana. Al llevar a cabo el
procedimiento para formar las vesiculas mencionado ep la metodologfa, cobservamos
(fig.6) que todos los fragmentos de membrana se fusionaron a liposomas, sin

encontrar prdcticamente ningan fragmento suelto.

Deteccien de un potencial de difusidn,

En experimentos preliminares realizados con las vesiculas preparadas en
MES-TEA 10 mM pH 6.5, KCL 168 mM, adicionadas a un madic sin K+, es decir, con
sacAarosa 2806 mM, MES-TEA 10 mM pH 6.5, al agregarles valinomicina (fig.7) se
observé un potencial de difusidn, negativo en el interior, el cual se pudo
detectar por el apagamiento de la fluorescencia de la cianina DiSC5(3) y que fue
sensible a desacoplantes como el COCP, ‘fambidn se colapsd al afadir K+ al

i
medio externo,

Actividad de ATPasa de la vesiculas,

LA actividad de ATPasa de las vesiculas varid entre 8.6 y 1 unola {min x mg
PlfOtS)_l (tabla II), similar a la obtenida con las membranas; ademas, la ATpPasa
mostrd 1la misw sensibilidad a inhibidores gue la observada en la preparacion de
membranas. Un hecho interesante es que la actividad de aATPasa de las vestculas se
incremente con lisolecitina (tabla I1XI) y esta estimulacien no se observe en
la preparacién de mémbranas, .

Al adicionar iondéforos como el FCCP y la nigericina, a las vesifculas, se
obtuvo una estimulacidn muy pequelia, pero constante en la actividad; la
valinomicina, en cambio, adn afladida en presencia de KC1 no produjo ningén

aunento en la actividad (tabla II).
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valinonmicina

L

1\
-IKC1
10 %
T Apagamiernto
cccp
L e ——
2 min.

" Fig. 7 .- Apagamiento de 1a fluorescencia de DiSC3(3) on ves sfeulas car-
gadas con 100 mM de KC! como se indica en la metodolopin, a-~
dicionadas a un amortiguador de sacarosa 200 mM, MES-TEA
10 mM pll 6.5. La concentracidn de DISC_(3) fue de 4 uM, adi-
cionando valinomicina 1.5 npg, CCCP 1, uN? IKCl 5 mM dondce se
indica.
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Tabla I .- Actividad de ATPasa en las vesiculas
tica. Efecte de inhibidores.

Condiciones
cxperimentales

co.ntrol
oligomicina 10 ug

_ vanadato 100 uM

NaNg" 300 uM
DEB 500 uM
TFE 500 uM
DCCD 143 uM
FCCP 10 uM

valinomicina 50 ng
KC1 10 mM

nigexicina 10 ug
KCl1 10 mM

nmoles

936
893
92
908
324

C 777
797
1008

956

1033

Act. especifica
Jeoin/me

de membrana plasmi-

Act, relativa
% del control

100
95
10
97
35
83
85

108

103

110

Las vesiculas se prepararon segin se indica en la metodologia. Los
inhibidores se adicionaron a las concentraciones indicadas, 2 min
antes de iniciar la reaccidn con ATP, excepte ¢l DCCD gque se pre -

incubd 20 min,
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Ta‘bla ]I[ .- Efecto de 1a lisolecitina sobre la actividad de la ATPasa en
vesiculas y membrana plasmitica.

Act. relativa

Act. cspecifica
% del control

anoles/rrﬁnfmg
- Membrana p]aamética
control 836 1o0
lisolecitina !.344 101
Vesiculas
control 796 100
lisc';blt-citina 929 117

E1l experimento se llevd a cabo como se indica en la metodologia, adi-

cionando 0.01 % de lisolecitina.
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‘Generacion de un potencial de membrana.

Las ATPasas, Rl hidrolizar el ATP bombean protones hacia el interior de las
vesiculas y gener:an un petencial de membrana, positivo en el interior asf como
un gradiente de pH dcide en el interior. Con la utilizacidén del oxonol que es
un colorante con cargn negativa se pucsde detectar el potencial de membrana y con el
MCMA que se acunula en los lugares de mayor concentracidén de HY, v apaga su
fluorescencia es posible determinar el gradiente de pil.

Al afadir ATP a las vesiculas en presencia de oxonol V se encontrd un
decremento de 1a fluorescencia (fig.8), probablemente debido a la formacidn de un
potencial, ya que disminuyd muy ligeramente al agregar oligomicina y completamente
por 1la adici#n de vanadato, DEB, TFE. Las concentraciones utilizadas, tanto de DEB
como de TFE fueron manores que las utilizadas para inhibir la actividad de ATPasa,
debido que apagan por si solos la fluorescencia del oxonol vV, y per ello se
utilizaron las que no la .foctaban, El potencial generade por hidrélisis de ATP
también podla ser reverti. or 1799 y parcialmente por nigericina (D)
probablemente par un efect - lesacoplante de la misma,

[A adicidn de-aniones ;ormeantes como el NOB" o el 5CN- (fig. 9 )
produjo una disminucidh en 1la magnitud del potencial de membrana generado por
hidrdlisis de ATP medido por el apagamiento del oxonol V probablane:nte per la
facilidad de estos aniones de difundir a través de la membrana, heutralizaodo
parcialmente el potencial de mawbrana con su carga negativa,

La adicion de aniocnes pe:me:mtés como el HOT o el BCNT (fig.9) produjo

una disminueidn en la magnicud del patencial de marnbrana generado por hidrélisis
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H o ' 1799
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| Nigeric.
3 BN shes
0”1 vo, - _‘_D;:B,_ . S TFE . Inhibidor
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: :[ 10% Apagamicnto

2 min

Fig. 8 .~ Apagamiento de la fluorescencia del oxonol V después de la adi-
cidn de ATP en las vesiculas de membrana plasmitica. Efccto
de inhibidores. _ '

Las vesiculas se prepararon on sacarosa 20 mM, EDTA 1 mM,
MES.TEA 10 miM pH 6.5 ¥y se adicionaron en un amortiguador
sacarosa 20 mM, MES.TEA 10 mM pH 6.5 (100 ug de proteina
en un volumen final de 2 ml), bajo las condiciones jndicadas on
1a metodologia para monitorenr ¢l oxonol V. Las adicionces fue-
ron: A) olipomicina 10 ug, vanadato 100 uM. B) DITH 11 ulf,

C) TFE 60 uM. D) nigericina 8 ug, 1799 10 uMl, vanadato 100uM,
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: ]: 10% Apagamicenta

o V0a R e e

Conlrol .

Fig., 9 .« Efrcto del NOQ y SCN™ on ol apaganiiento de la sefial de oxonol
V. Los experimentos §c realizaron segin se deseribe en la fipu
ra 8. Donde se indica se adiciond 2l medio NO3 100 mM, SCN™
100 M.
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de ATP, medido por el apagamiento del oxonol Vv, probablemente por la facilidad de
¢éstos aniones de difundir a través de la membrana, neutralizande porcialmente el
potencial de membrana, positivo en el interior, por su carga negativa. Este
potencial fue revertido totalmente por vanadato.

El mismo efecto de los aniones sobre la magnitud del potencial generado, se
ocbservd en vesiculas preparadas y/o incubadas con sacarcsa 20 mM, KCl 10 m1 o
acetato de potasio 10 mM {(fig.10). En vesiculas carxgadas con 18 mt de KCl (fig.l8
A) o 10 m¥ de acetato de potasio (fig.1f C) adicionadas aun medio con sacarosa 20
md, MES-TEA 10 mM pH 6.5, si se conparan los comtroles con los de la £fig.9 que son
vesfculas cargadas con sacarosa 20 mM, los potenciales obtenidos son

aprox imadamente wn 30 % mayores.

— T ——————

Siguiendo el apagamiento de la fluorescencia del ACHMA al adicionar ATP-M3, en
presencia de NO™ en el medio, a diferentes tiempos de sonicacién se observéd la
capacidad de las vesiculas de generar un gradiente de pil. En la figura 11 se
observa que a los dos minutos de sonicacidn, las vesiculas ya estAn selladas y
hasta los 15 min, aungque disminuye un poco el gradiente da pH formado, la seiial es
buena, A estos mismos tiempos de sonicacidn se midid la actividad de la ATPasa,
tanto de las vesiculas como de las membranas solns y se encontrd que hasta los
15 min de sonicacién no se produce disminucidn de la actividad., por esta
razdén, aunque con pequefios tiempos de sonicacidn (de 3 a 5 min) ers posible
obteoner vesiculas selladas, se escogid un tiempo estAndar de 10 min,

El efecto del DEB y TFE sobre la fonmacidn del gradiente de pH no pudieron

32



133

1 |
NO3 " -
2 NO3. NO,
SCON*" _ < -
SCN~
VO,
: 10% Apagamiento i)
c c 4
’
-
VO, 2 min. , VO,

Fig. 10 .- A) Apagamiento de la fluorescencia de oxonol V por adicidn de ATP cn vesiculas cargadas con
KCl 10 mM, en'in medio externo de sacarosa 20 mM, MES-TEA 10 mM pH 6.5. Efecto del NOj
100 taM y SCN= 100 mM.
‘B) Apagam.ie-hto de la fluorescencia del ACMA bajo las condiciones indicadas en la metodologfa
en las mismas vesiculas que en A,
C) Apagamiento de la fluorescencia del oxonol V por adicién de ATP en vesiculas cargadas con
acetato de K* 10 mM, en el mismo medio que en A.
D} Apagamiento de la fluorescencia del ACMA cn las mismas vesiculas que en C,

Tanto cl potencial de membrana como el gradiente de pH formados fueron colapsados con vana
dato 100 uM. ¢ = control



109% Apagzmiento

L ——
VO, 2 min -

=2 min
T

Fig, 1! .- Efecto del tiempo de sonicacidn sobre la capasidad de lag vesi-
. culas de generar un gradiente de pIl, monitorcado con ACMA,
El experimento sc¢ Ilevd a eabo como se deseribe en 1a metodo-
logi'a- en vesiculas preparadas en sacarosa 20 mM, EDTA 1 mM,
MES-TEA 10 mM pll 6.5, incubadas en el mismo medio sin ED-
TA en presencia de NaNO; 100 M. La variable fue el Hempo
de sonicacidn de Ias membranas plasmiticas con los liposomas
desputla de haberlas congelado y descongelado 2 veces. La con-

centracidn de vanadato fuce 100 uM.
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ser medidos ya que por s! solos incrementaban la fluorescencia del ACMA, adn a
muy bajas concentraciones, .
Al.adicionar NO3” el gradiente de pll se incrementd como era lo esperadoe,
al haberse disminutdo con el anidn el potencial de mombrana y por lo tanto la
diferencia de potencial eléctrico (£fig.12). Este gradiente tambi¢n es colapsado
por vanadato o por el desacoplante 1799, En las vesiculas cargadas con KC1 10 mM
{(fig.18 B) ¢ acetato de potasio 10 mM (fig.ld@ D) los gradientes de pH obtenidos en
presencia de NO~ son mayores que en las vesfculas cargadas con sacarosa 20 mM.

El SCN” no se pudo utilizar porque apaga la fluorescencia del ACMA.

Efecto del DCCD y 1a yalinomicina sobre 1la formacidn del potencial y el gradiente

de pit.

Uno de los inhibidores de la ATPasa de membrans plasmitica es el DCCD (11);
por lo que se hicieron ex'perimnl:os para determinar su accidn inhibitoria sobre la
generacidn del potencial y el gradiente de pH, los cuales mostraron gue aun
utilizande altas concentraciones del inhibidor y preincubando #éste durante 20 min
con las vesiculas antes del ensayo, se observd una inhibicidén parcial
(fig.13). Esto estd de acuerdo con la relativa insensibilidad observada en la
actividad de la ATPasa.

L» valinomicina, que al sacar k' deberfa disminuir el po.tencial de
_membrana, y especialmente si se compara con el nitrato, preduce séle una peguefia
disminucién del apagamiento del oxonol V, atn cuando la incubacién -y
preparacidn de las vesiculas se lleve a cabo con KC1 10 mM (fig.l1l4); 1lo mismo se

observd en las vestculas cargadas con acetato de potasio.
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Fig. 12 ,~ Generacidn de un gradiente de pH por apagamicnto de 1a fluores-
cencia del ACMA segin se indica en la metodologia. Las vesicu-
-lag se prepararon y probaron igual que en la figura 11. NO; '

100 mM se adiciond a la mezcla. .
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Fig, 13 .- Elccto del DCCD sobre 1a generacidn del polencial de membran
1na w gradiente de pH medidos con oxonol V y ACMA respectiva-
mente., Las condiciones experimentales son las mismas gue ¢n
ia figura B y 11 pero antes de la adicién de ATP las vesiculas
& ¢ preincubaron 20 min. con DOCCD a las concentraciones ubl

indicadas en la fipura,
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Fig. 14 .~ Efeccto de la valinomicina sobre el potencial de nmiembroana y gra-
diente de pH monitorcado con oxonol V y ACMA respectivamente
en vesiculas cargadas con KC1 10 maM adicionadas en sacarosn
20 M, MES.TEA 10 mM pH 6,5, Se incluye un trazo con nitra
to para comparacidn,
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Traﬁsporte E]_‘?_ g(:.

Para medir la salida de x* de las vestculas, lo cual eguivaldria a la
entrada del catién en las ctlulas, va que las vesiculas estAn invertidas, se
cargaron con S50 mM de KCl de la manera mencionada en la metodelogla;
posteriormente se pasaron por una colunna de Sephadex G 58 fino, para gquitar el g
ekterno cue pudiera interferir con la deteccidn del electrodo y poder medir la
salida de K" de las vesiculas.

Al adicionar las vesiculas al medio se observd que no estan tota-lmente
libres de K%, ya que se obtiene uns sefial equivalente a 15 uM de kt y existe
adends una salida pasiva lentn, como sSe observa en la fig. 15. Al adicionar las
vesiculas al medio con ATP-Mg 1 mM existe una salida mayor y mas rdpida de K+
hasta 50 wi, 12 cual no se observa en liposomas control en las mismas condiciones.
A estas ceoncentraciones de ATP-M3 el potencial de membrana generado es menor gue el
que se observd con 5 mM de ATP-Mg que fue el utilizado para todos los demds

experimentos, esto se debid a que el Mg 5 mi interferfa con el electrodo en

14 medida de la salida de K.

Transporte de it Y.

LA adicién de valinomicina a wvesticulas cargadas con KCl 58 mM,' geners un
potencial artificial negativo dentro, gue indujo la entrada de 45catt ge _?4
mmoles de 45Casng de protetna; si ademas se adiciona un ioneforo de catt
come el A23187, la entrada es de 61 nweles "SCa/mg de protetna. El efecto
inductor de la valinomicina sobre la entrada de 43¢ca** es aisminutdo por un
desacoplante (fig.16).
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Fig 15.- Medicién de 1a salida de K* en vesiculas cargadas con 50 mM de KCI, e¢n ausencia y en
presencia de ATP 1 mM. Las condiciones del experimento se indican en la metodologia.

En la barra se indica la concentracion total de K¥ en el medio externo. Se muestra un
trazo de potencial de membrana medido con Oxonol V bajo las mismas condicienes en que

‘se midid la salida de K*.



Fig 16.~ Captacidn de 45Ca** en vesiculas cargadas con KC1 50 mM

al adicionar valinomicina 10 ng, FCCP Q.
3 uM segilin se indica en la figura.
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DISCUSION

1) Caracterizacidn de la membrana plasmitica purificada.

En la membrana plasmitica purificada se determind actividad de ATPasa,
sensibilidad a diferentes inhibidores y a distintos pH. La inhibicidén del 5 al 10
$ producida por la oligomicina probablemente no se deba a que la preparacidn se
encuentra contaminada con ATPasa mitocorkirial, ya que existen reportes (11,47) de
que la ATPasa plasmdtica es inhibida por la oligomicina hasta en un 15 a 23 % esto
aunado a gue no se obtuvo actividad a pH 9 nos confimna lo anterior. También se
descarté la posibilidad de una contaminacien con ATPasa vacuolar ya que la

actividad de ATPasa medida fue sensible a la inhibicidn por vanadato y 1la ATPaza

vacuolar no lo es (19,23).
2) Fornmacidn de vesiculas selladas,

En la formacién de las vestculas, existia discrepancia con los datos de
Franzusoff y Cirillo (47} respacto al tiempoe de sonicacidn para obtener la
fusidén de las membranas con los liposomas, édsto se debid prebablemente al
sonicador de bafio utilizado, ya que en nuestro caso se reguirieron tiempos mas
largos de sonicscidéh gue oscilaron entre 2 y 10 min gque co:zespondié a la
clarificacién de la muestra, por lo que se tomd este pardmetro como indice
de que se habla alcanzado la fusién., Esto se pude comprobar al medir la

existencia de un potencial de membrana y un gradiente de pH.
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3) Actividad de ATPasa.

La actividad de ATPasa tanto de las membranas como de las vesiculas se midio
en el amortigundor de sacarosa sin iones adicionados tratando de que las condiciones
de incubacidn fueran las mAs sencillas posibles y probar que la preparacién de
vesiculas funcionabn bien en estas condiciones, ya que la existencia de iones en
el medio, estimula la actividad de la ATPasa (45,47).

Cono existen variaciones de la actividad espectfica entre diferentes lotes de
levadura, los valores reportados en las tablas no son estadisticos; sin embargo,
los efectos de los inhibidores en cada preparaciédn fueron similares. Por otro
lado, con cada preparacidn de membrans los experimentos de actividad fueron
repatidos al menos tres veces bajo las mismas cordiciones con resultados
idénticos, preparandc para cada unc de ellos nuevos liposcias y vesiculas,
Probablemente las variaciones observadas entre cada lote de levadura se podrian
atenuar haciende un “pool" de membranas purificadas de diferentes pagquetes para la

preparacien de las vestculas,
a) Efecto de ion¢foros y desacoplante,

Con respecto a la actividad de ATPasa medida en las vesiculas en presencia de
los diferentes inhibidores, desacoplantes y londforos, y a diferencia de lo
esperado, con el FOCP y la nigericina, se cobservd solamente una pequefiisima
estimulacidn lo cual indicaria un grado muy bajo de acoplamiento de la actividad
de la ATPasa con el bombeo de protones, en comparacidn con las preparaciones
reportadas por otros autores— con la enzima purificada incorporada a liposomas
(13,26,34,35); &sto podrin deberse probablemente A que la insercién de las

ATPaszas en la membrana de nuestra preparacién no es la adecuvada o que las
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vestculas se encuentran poco selladas. [a valinomicina no estimule la actividad
y esto coincide con el hecho de que éste antibistico tampoco disminuyo el
potencial de membrana como ocurriéd con el nitrato como se discutird mas

adelante.
4} Formacidn de un potencinl de difusidén.

Se cobservd la formacién de un potencial de difusién en vesiculas
cargadas con 100 mM de KCl Al Adicionar valinomicina, lo que parece sugerir cjne las
vestculas si se encuentran selladas lo suficiente para geperar un potencial aungue
per los datos de los iondforos sobre 1la actividad de la ATPasa no nos indiquen
esto,

Otro dato que apoya el hecho de que se encuentran selladas es gue al adicionar
lisoleciting a las vesiculas ¢&stas se rompen, exponiendo ast ATPasas gue se
encontraban en el interior vesicular que no eran capaces de hidrolizar el ATP
afiadido, observandose entonces un aumento en 13 actividad de las ATPasas. Este
autento de actividad no se debe a un efecto de la lisolecitina sobre la propia
ATPasa ya que con las membranas solas, donde todas las ATPasas se encuentran
expuestas al medio, este aunentc no se observo.

Es m4s probable que los resultados obtenidos con los iondforos se deban a
una mala orientacidn de las moldculas de ATPasa en las vesiculas aungue
algunas cque se encuentran bien orientadas, si son chpaces de generar un potencial

de membrana y un gradiente de pil al actuar como bomba de protones,

5) Potencial de menbrana y gradiente de pil.

El pli eptimo reportado por otros autores para la actividad de 1la ATPasa varla
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entre 5.5 y 7.5 (11;12,13,14,15,16,17). En el presente trabajo se utilize el pH
de 6.5 en todos loé experimentos yva que el oxonol V utilizado para medir el
potencinl de membrana, disminuye mucho su fluorescencia a valores de pii menores de
6, debido a gue la forma protonada del colorante tiene poca solubilidad en medio
acuosc {67), y al probar la capacidad de generacién de un potencial de membrana en
las vesiculas a diferentes pHs externos, cncontramos un mdximo a 6.5, Esto
difiere de lo encontrado por Perlin et al. (45) quienes observaron un &ptimo a pH
7.2 para las veslculas de N.crassa., Con el gradiente de pH, medido con ACMA, la
sefial también fue mejor a pi 6,5. Por dltimo, el pll dptimo para la actividad

de ATPasAa en nuestras condiciones fue de 6.5.

LA manera enh que actuan los colorantes fluorescentes para ser sensibles al
potencinl de membrana generado es, para el caso de la cianina con la cual se midid
el potencial de difusién, comportardose como un cation permeante que al entrar a
las vesiculas en respuesta a un potencial, forma agregados no fluorescentes del
colorante a altas concentraciones internas de la forma libre. Este mecanismo no
funciona para el oxonol V ya que no se han detectado agregados en solucisn acuosa
A pH G.5, a las cuales lo estamos utilizando, avin a concentraciones hasta de 26 uM
{65). 5Su accid¢n se explica por efecto del campo eléctrico asociado al potencial
transmanbranal, el cual cambia la absorcien del colerante (65).

Existe otro mecanisno que dice gque el potencial transmembranal detepmina la
unisn del colorante a la membrana y los cambios épticos se originan por la
diferencia entre el colorante libre y el unido (66,67).

El potencial de mambrana generado por la actividad de la ATPasa al adicionar
ATP-M7 disminuye en presencia de aniones permeantes como el tiociamato y el nitrato
en el medio y congruentement‘e con ¢l hecho de que la ATPasa os elcctrégénica
encontrames que el gradiente de pH formado aunenta. Este efecto del tiocianato y el

nitrato pueden explicarse por un efecto compensatorio de carga al pennear la
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membrana, disminuyendo el potencial de membrana y como consecuencia permitiendo que
aumenté el boambeo de protones (45,47). Aungue las concentraciones usadas de estos
aniones son muy altas, el efecto cbservado no parece deberse a un efecto
cactrépico, pues la sefial se revierte al adicionar los inhibidores y si se
adicionan a un medioc con la misma concentracidn de KC1 gue la utilizada de los
aniones no sucede nada.

En este trabajo se corrobord que el movimiento pasivo de iones que colapsa el
potencial de membrana, estimula el bombeo de protones. Este es el caso de la
valinomicina, nitrato, o tiocianato. A este respecto la ATPasa de manbrana .
plasmatica difiere de 1a ATpasa HY/KY de 1a mucoss gastrica que funciona de

una manera electroncutra (40).
a) Efecto de inhibidores.

Para inhibir la fommacién del gradiente electroquimico, encontramos gque las
‘concentraciones usadas de DCCD, TFE y DED pora las mediciones de los cambios de
fluorescencia, son menores que las utilizadas en la actividad de ATPasa y sin
embargo se obtienen valores de inhibicién similares, Lo mas probable es que
exis.;ta una fraccieén de ATPasas desacopladas menos sensibles al DOCD que no
intervengan en la generacién del potencial de membrana y el gradiente de pH pero

que s{ sean detectadns al medir la actividad.
6) Transporte de k' y catt,

Al estudiar el transporte de K', con un electrodo selectivo, 1a salida pasiva
inicial que se observéd se puede deber a que el pH interno de las vesiculas es un

poco mds alcalino de lo esperado 1o cual provoca unma entrada pasiva de Ii+. que
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puede estar dada ya sea por un potencial de membrans que existe en este caso, 0 por
el gradiente de pH {37), asl cono a que la concentracidén interna de K' es

mayor que la externa, Mdends el hecho de que a pli 6.5 el FCCP sague x* (datos no
mostrados) nos indica que existe uma entrada pasiva de ' al interior de las
veslculas en auscncia de ATP-Mg, que proveca una salida pasiva de k*, aungue
tedricamente @l pH interno y externo de las vestculas sea el mismo. Al

adicionar ATP-Mg este intercambio se hace active. En cambio con el catt no

pudimos ver el efecto del ATP-Mg sobre los movimientos de este catien ya gue el
++

Mg

adherieran a la columna utilizada, ademds que el catt en presencia de Mg"'*',

interferia con las determinaciones, y provocaba que las vesiculas se

inhibe 1a actividad de ésta ATPasa (12,22). Sin embargo, al adicionar
valinomicina en vesiculas cargadas con K+, generamos un gradiente de K* que
nos permitié observar los movimientos de ca'? al interior de las vestculas

producidos por dicho gradiente.,

Los resultados obtenidos demuestran que es posible lograr una preparacién de
vesiculas selladas de membrana plasmdtica de levadura mediante uma
modificacién del procedimiento de Franzusoff y Cirillo (47).

Esta preparacien de mombranas parece tener ventajas sobre las reportadas por
Fuhrmann (16), y Peters y Borst-Pauwels (14); en dichas preparaciones se obgservaron
muy bajas actividades de ATPasa y no fue posible generar un potencial de membrana,
probablemente porque no se encontraban selladas. Recientemente Ahlers (22) obtuvo
una preparacion de vesiculas de membranma de S.cerevisiae que parece adecusda
pra utilizarse en estwuwlios del transporte de solutos,

El sistemwn de ves!culasb es aspecialmente valioso A investigar‘ el
transporte de solutos que no se alteran quimicamente durante su novimiento »

través de la membrana; esta preparacidn de vesiculas ofrece muchas ventajas,
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la primern es que se encuentran todos los componentes de la membrana plasmstica, y
con ello se abre la posibilidad de estudiar el transporte de metabolitos tales como
cat, k¥, aminocacidos,carbohidratos que dependan del gradiente de potencial
electrogutmico generade por la ATPasa de protones. La segunda es gque podemos
estudiar los efectos de diferentes medios (interno y externo) y de diversas
composiciones lipldicas de las vesiculas sobre el transporte de los metabolitos,

LA tercera es gue la preparacion de las vestculas se realiza en aproximadamente

1.5 hr, se pueden modificar los tiempos de sonicacién; desde los 5 min o menos
observamos las vesiculas selladas y esto puede ser importante para el caso de
acarreadores sensibles a largos tiempos de scnicacién como €l acrreadoer de

glucosa (47)
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