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I. INTRODUCCION

Introduccion 1

Las levaduras se encuentran entre los
microorganismos eucariontes mas es-
tudiados desde los puntos de vista genético
y bioquimico (Rose, 1987). En este trabajo
analizamos las interacciones de una de las
enzimas méas importantes de la membrana
plasmatica de las levaduras, la H*-ATPasa,

*con una serie de compuestos anfifllicos, de
difierente carga eléctrica, tamario y grado de
_ lipofilicidad, y- trataremos de explicar los
resultados en funcion de lo que se conoce
actualmente sobre otras enzimas y sistemas
de membrana. Hemos dividido la
introduccion en 5 partes. En la primera se
describen las membranas bioldgicas. En la
segunda se analiza una de sus funciones
mas importantes, el transporte; en la tercera
se revisa la informacién existente sobre la
H*-ATPasa de la membrana plasmética de
la levadura; en la cuarta se revisa el uso de
los compuestos hidrofdbicos para estudiar
los sistemas de membrana; y finalmente se
enumeran los objetivos de! presente trabajo.

1 Las membranas
biolégicas.

Las membranas lipidicas son uno de los
principales elementos estructurales de todas
las células vivas, se encuentran presentes a
todo lolargo de la escala evolutiva, desde los
mas sencillos organismos unicelulares hasta
las mas complejas células eucariontes. La
existencia de membranas y la formacion
esponténea de vesiculas constituyen uno de
los puntos mas importantes en las teorias

sobre la evolucion temprana de la vida (Mon-
tal, 1974). La vida celular seria imposible sin
laexistencia de las membranas, y éstas estan
involucradas en funciones que van desde la
simple separacion de compartimentos hasta
ser el soporte para las complejas reacciones
de conversién de energia en mitocondrias y
cloroplastos.

La estructura general de las membranas
biclogicas es un empaquetado de lipidos y
protefnas unidos por interacciones
hidrofébicas. De acuerdo con ef modelo mas
aceptado de la estructura de las membranas
(Singer, 1972) (fig 1A), las proteinas se en-
cuentran embebidas en una bicapa fiuida
formada por las moléculas de lipidos.
Ademas algunas membranas contienen
también polisacdridos que estdn unidos
covalentemente a las proteinas o a los
fostolipidos. Las fuerzas que mantienen
unida esta estructura son principalmente in-
teracciones hidrofdbicas.

1.1 Los lipidos de las membranas.

La estructura esquemética de un lipido
se puede ver en ia figura 18. donde se des-
taca la naturaleza anfifilica de estas
moléculas, que tienen una cabeza polar
hidrofilica, y una cola no polar hidrofdbica. En
la membrana los lipidos se orientan de
manera que las cabezas polares estan en
contacto con el agua mientras las colas
apolares se orientan hacia el centro de la
bicapa creandose una zona altamente
hidrofébica (fig 1A).
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Figura 1. Modelo de una membrana biologica (A) y
esquema de un fosfolipido (B). "A" tomada de Alberts

- {1983).

Los tres tipos principales de lipidos en
las-biomembranas son: fosfolipidas,
colesterol y glicatipidos (Stein, 1986); de
estos, los mas abundantes son las
fosfolipidos. Enlafigura 2 se muestran varias
clases de fosfolipidos, que se diferencian
porque tienen diterentes cabezas polares.
Ademas, dentro de una misma clase de
fosfolipidos, los &cidos grasos pueden ser de

diferentes longitudes -normalmente entre 14
y 24 atomos de carbono- y tener in-
saturaciones en diferentes posiciones (Al
berts, 1883}.

Las membranas bioldgicas no estdn
canslituidas por un solo tipo de fosfolipido
sino de mezclas, lo que les confiere
propiedades especificas. Y se piensa que las
proteinas pueden interactuar selectivarnente
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Figura 2. Fosfolipidos més usualmente encontrados en las membranas

biolégicas.

con los diferentes lipidos que forman la
mezcla (Marsh, 1987).

" Finalmente los diferentes fosfolipidos
suelen encontrarse en diferentes propor-
ciones en cada cara de fa bicapa, por
ejemplo en la membrana del eritrocito al-
rededor de un 70% de la fosfatidilcolina y un
80% de la esfingomielina que constituyen la
bicapa se encuentran en la monocapa exter-

na mientras que solo un 20% de la fos-
fatidiletanalamina se localizan en esa
monocapa. Por lo que se dice que las
membranas biologicas son asimétricas
(Rothman y Lenard, 1977),

Entre las propiedades de. las
membranas més afectadas por la com-
posicion lipidica encontramos la fluidez y ia
carga eléctrica de superficie. A continuacidn



discutiremos la manera en que las
caracteristicas de los fosfolipidos afectan
estas propiedades de las membranas.

1.1.1 Fluldez de la bicapa.

Una de las propiedades mas importan-
tes de las membranas es su fluidez; es decir,
la libertad que tienen sus componentes de
rotar o difundir fateralmente. Podemos ver las
membranas como un fluido bidimensional
donde los diversos componentes se en-
cuentran flotando mas o menos fibremente
en el plano lateral, pero no en el transversal.
Esta vision tiene ciertas restricciones como
veremos a continuacion. La primera es que
las membranas tienen lo que se llama un
punto de transicién de fase en el cual, al
bajarse la temperatura pasan del estado
liquido a un estado cristalino en el que la
movilidad se pierde. La temperatura a la cual
ocurre esta transicién de fase es altamente
dependiente de los lipidos que integran la
membrana; es mas baja (las membranas
permanecen liquidas a menor temperatura)
cuando las cadenas de &cidos grasos son
mas cortas o tienen insaturaciones en cis.

Otro factor que afecta la fluidez de las
membranas es la presencia de colesterol o
“lipidos parecidos. Estos tienen una estruc-
tura plana que reduce el movimiento de los
lipidos vecinos, disminuyendo 1a fluidez y
aumnentando la resistencia mecanica de la
bicapa. Ademas, la presencia de estos
lipidos hace menos brusca fa transicion de
fase de las membranas biologicas.

E! control de la fluidez de la membrana
parece ser relevante, puesto que se ha com-
probado que los organismos unicelulares
modifican la composicidn de sus membranas
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cuando se ven expuestos a cambios de
temperatura de manera que mantienen la
fluidez casi constante.

Finalmente, en los eucariontes, el
citoesqueleto parece participar en la
regulacién de la difusion lateral de las
proteinas de la membrana (Malhotra, 1983).

1.1.2 Carga eléctrica de superticle.

La mayor parte de los lipidos que con-
stituyen las membranas son zwitteridnicos o
son acidicos, lo cual da carga eléctrica a la
superficie de las membranas. Para cada
membrana la carga depende de! tipo y
proporcion de los lipidos que la constituyen.
Por ejemplo, membranas con una alta
concentracién de fosfatidilserina tendran una
carga muy negativa, y membranas con altas
proporciones de lipidos neutros van a tener
densidades de carga muy pequeras.

Dos tipos de estudios han indicado la
importancia de la carga de superficie en la
funcién de las membranas:

Los primeros son estudios de
reconstitucidn, en los cuales se han aislado
enzimas de membrana, que luego se reincor-
poran en membranas lipidicas de
composicién definida. Asi se ha encontrado
que la actividad de algunas enzimas aumenta
o disminuye dependiendo de la carga de los
Iipidos con los que se ha formado la bicapa
(Eytan, 1978; Carafoli, 1988},

Los otros son estudios que indican que
la concentracién de moléculas con carga
eléctrica en la vecindad de la membrana, es
diterente ala que existe en el resto del medio
(Borst-Pauwels, 1981). Segin estos estudios
la concentracién de un catién metatico
monovalente es varias veces mayor en las
regiones inmediatas a la superficie de la



bicapa (Gage y cols., 1985). Dado que
muchas de las moléculas transportadas a
través de las membranas biolégicas poseen
carga eléctrica a pH fisioldgico, es de
esperarse que el transporte de estos com-
puestos esté influenciado por la carga
eléctrica de los lipidos.

1.2 Las proteinas de la membrana.

Las funciones especificas de cada
membrana son llevadas a cabo principal-
mente por las proteinas. Estas constituyen
en promedio alrededor del 50% de la masa
de una membrana, aunque esa proporcion
varia dependiendo de la funcion de esta
uitima.

Las proteinas de membrana se han
clasificado de acuerdo a la facilidad con que
pueden ser extraidas de la membrana. Si
solamente pueden extraerse con detergen-
tes que rompen la estructura de la bicapa se
les llama integrales. Si pueden extraerse con
métodos mas suaves como tratamientos con
soluciones salinas, se les llama periféricas.
Sin embargo, hay que tomar en cuenta que
esta clasificacién es operacional y no se
refiere a la forma como estdn ancladas a la
membrana. Cuando se sabe con certezaque
una proteina tiene regiones que atraviesan la
membrana se le denomina proteina trans-

~ membranal.

Las regiones de una proteina que
atraviesan la membrana deben formar
estructuras de alfa-hélice o beta-plegada,
que reducen al minimo las interacciones de
los sitios polares de los amino4cidos con el
medio hidrofébico de la bicapa y que maxi-
mizan la formacién de puentes de hidrégeno
internos. Se han desarrollado métodos com-
putacionales para predecir la posicion de
estas regiones cuando se conoce la secuen-
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cla de aminoécidos de la proteina (Chou y
Fasman, 1978), aunque la exactitud de tales
predicciones est4 entre el 65 y el 80 por
ciento (Fasman, 1989).

Para aislar estas proteinas se requiere
romper la estructura de la bicapa, para lo que
habitualmente se utilizan detergentes. El uso
de detergentes para solubilizar proteinas
membranales es un campo donde se realiza
una gran cantidad de trabajo porque, aunque
cualquier detergente puede romper la
membrana y solubilizar las proteinas que en
ella se encuentren, las posibilidades de que
las proteinas solubilizadas conserven una
configuracion semejante a la que tenian en
su ambiente nativo y retengan su actividad,
son pequeias. Hasta la fecha la eleccidn de
un detergente y las condiciones adecuadas
para aislar una enzima de membrana en una
configuracion activa sigue reslizandose en
forma bastante empirica (Neugebauer,
1987).

1.3 Los carbohidratos de la
membrana.

La membrana plasmatica de las células
eucariontes contiene también carbohidratos.
Estos suelen ser oligosacéridos unidos
covalentemente a los lipidos y proteinas de
la membrana, y solamente se encuentran en
fa cara externa. Se sospecha que estos car-
bohidratos estan implicados en el
reconocimento celular; sin embargo, los
datos en este sentido todavia no son con-
cluyentes (Lis y Sharon, 1986).



2 Transporte a través de la
membrana.

Las membranas lipidicas permiten el
libre paso al agua y a pequefias moléculas
no polares, mientras que son practicamente
impermeables al paso de moléculas polares.
Estas caracteristicas permiten la creacién de
compartimentos con diferentes con-
centraciones de solutos, pero también im-
piden el paso de nutrientes y la eliminacion
de productos de desecho. Por estarazdn, las
células han desarrollado complejos sistemas
de transporte que les permiten controlar el
movimiento de una gran cantidad de subs-
tancias a través de sus membranas. Estos
sistemas cumplen las siguientes funciones:

1.Regular el volumen celular -en e! caso de
las células vegetales y los hongos, la
presion de turgencia-, el pH y la
composicién iénica para mantener un am-
biente favorable a los procesos
enzimaticos.

2.Tomar def medio y concentrar en el interior
de la célula los metabolitos necesarios.

3. Expulsar de la céluia los productos de
desecho y subtancias tdxicas.

Estos procesos pueden tener lugar en
forma activa o pasiva como veremos a
continuacion.

2.1 Transporte activo y pasivo.

El transporte de un compuesto a través
de una membrana se considera activo o
pasivo dependiendo del cambio de energia
libre durante el proceso.

Para un soluto no cargado que se va a
transportar del compartimento 1 donde esta
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presente a la concentracion ¢y hacia el com-
partimento 2, estaenergla libre se representa
de la siguiente forma

AG = RT loge C2 = 2.303 logio.C2 (1)
Ct C1

donde R es la constante de los gases y T es
la temp. en grados Kelvin.

Cuando 1a molécula transportada tiene
ademas carga eléctrica, es necesario con-
siderar también el potencial eléctrico através
de la membrana. A la suma de ambos com-
ponentes (quimico y eléctrico) se le
denomina potencial electroquimico y la’
energia libre se representa entonces como

AG = RTlogeC2 _+ ZF AV (3]
Ct

donde Z es la carga eléctrica de la molécula
y F es la constante de Faraday.

El transporte es pasivo cuando AG es
negativo y tiene que ser activo si AG es
positivo. Para una revisién mas completa ver
a Stein (1986) y Harold (1986).

2.2 Translocadores primarios y
secundarios.

A ias proteinas que llevan a cabo fun-
ciones de transporte se les denomina aca-
rreadores o translocadores. Cuando las
moléculas se transportan contra gradientes
de concentracion, los acarreadores se con-
sideran activos y se han dividido, de acuerdo
con la energia que utilizan, en primarlos y
secundarios.

. Los primarios utilizan directamente dis-
tintas formas de energfa contenida en la luz,
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enlaces quimicos o coeficientes redox, para
generar gradientes a través de la membrana.
Estos translocadores generaimente
transportan cationes inorgénicos generando
gradientes electroquimicos. La energia con-
tenida en estos gradientes se describe con
la ecuacidn {(1).

Los transiocadores secundarios
transportan todas las demas moféculas que

la célula requiere, utilizando ta energia con-
tenida en gradientes. Generalmente utilizan
mecanismos de simportador, antiportador o
uniportador. Son simportadores cuando fa
molécula transportada y la que forma el
gradiente se transportan en el mismo sentido
(tig 3A), antiportadores cuando se mueven
en sentidos contrarios (fig 3B) y unipor-
tadores cuando unicamente transportan una
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A. Bomba Redox.
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molécula a favor de su propio gradiente de
concentracion.

2.3 ATPasas

Las células utilizan diversas fuentes de
energia para sus translocadores primarios.
En unos casos utilizan la energia que
proviene de reacciones de oxido-reduccion;
como la citocromo oxidasa de fa mitocondria

y del centro de reaccidn de los organismos
fotosintéticos (fig. 4A). En otros uliliza la
energia almacenada en las moléculas de ATP
(fig. 4B), este es el caso de las ATPasas de
membrana, que se han clasificado en tres
tipos.

Las ATPasas tipo F son dependientes de
Mg2+ y estan compuestas de al mencs 6
tipos diferentes de polipéptidos organizados



en 2 sectores: el sector Fy que sobresale de
fa membrana y se puede separar de ésta por
métodos fisicos, es fa parte que hidroliza el
ATP; y el Fo o sector hidrofdbico, que estd
integrado alamembrana y tiene la capacidad
de translocar protones.

Este tipo de enzimas no forma inter-
mediarios fosforilados durante la hidrolisis
del ATP y sufuncidn es sintetizar ATP utilizan-
do et gradiente de protones generado en la
respiracion o la fotosintesis, por lo que tam-
bien se las conoce como ATP-sintetasas.

Las ATPasas tipo P también son depen-
dientes de Mg2 +, pera se pueden estimular
con otros cationes. Estas enzimas tienen una
sola subunidad que pesa alrededor de
100,000 daltones, farman un intermediario
fosforitado inestable durante la hidrdlisis, y
estan involucradas en la franslocacidn de
jones y el mantenimiento de gradientes de
Na*, K*, Ca’* yH™. Estas enzimas ener-
gizan las membranas a expensas de ATP.
Este tipo de enzimas tambien es llamado en
la literatura ATPasas E1 Ez debido a que
musestran dos conformaciones diferentes
durante su ciclo de reaccidn, sin embargo
debido a que se ha demostrado quelos otros
tipos de ATPasas también presentan cam-
bios confarmacionales, se ha recomendado
no utilizar esa clasificacion.

Finalmente se clasifican como ATPasas
tipo V a las que provienen de organelos
diferentes de las mitocondrias cloroplastos o
reticulos. Esta clasificacijon es muy amplia
por lo que incluye enzimas que pueden tener
propiedades muy diferentes. Son las menos
conocidas de ias ATPasas, estan compues-
tas de varios palipéptidos los dos mayores
de ~115 y ~70 Kd y no se inhiben por
vanadato ni por ofigomicina (Padersen y
Caralali, 1987).

Introduccién 9

3 LaATPasadela
membrana plasmatica de la
levadura.

Una de las caracteristicas de las
levaduras que més ha llamado la atencion de
los cientificos desde tinales del siglo pasado,
es su capacidad de acidificar elmedio enque
se encuentran; sin embargo, es hasta
mediados de este siglo que se empezaron a
realizar estudios para entender las causas de
oste fendmena.

En 1950 Conway y colaboradores con-
firmaron que durante la fermentacién de la
glucosa ia levadura acidifica rapidamente el
medio. Conway propuso que el responsable
de ese bombeo de protones, podia ser un
catalizador metdlico redox localizado en la
membrana plasmatica del microorganismo,
que expulsaria los protones al medio y
donarfa los electrones a algin aceptor in-
tracetular (fig. 4A). Posteriormente Slayman
& Slayman (1970) pudieron medir un inter-
cambio H¥ /K" y propusieran la existencia
de un acarreador electroneutro basandose
en determinaciones de los flujos de Na okt
yH* . Estaproposician tiene ladesventaja de
que np explica como se acopla fa energla al
proceso.

Por otro lado, Eddie and Indge (1962}
propusieran la existencia de una actividad de
ATPasa en |la membrana plasmética y
trataron de medirla sin éxita. Esta actividad
fué demostrada por primera vez por Matile y
cols. (1967 y 1970), y pasteriorments por
Nurminen (1870 y 1976), Schibeci (1973) v
Fuhrmann (1974),

Finalmente, la refacién entre la actividad
de ATPasa y ¢f bombeo de protones fué



propuesta por Pefia y cols (1972). Al es-
tudiar los efectos del K™ y el pH enla
glucdlisis y la respiracion, observaron queal
afadir potasio 0 aumentar el pH del medio
de incubacién se produce una disminucion
en las pozas de ATP y a un aumento en las
de ADP y fosfato (Pefia y cols, 1969 y 1972)
que conllevan una aceleracién de la
glucdlisis y la respiracién (Pefia y cols,
1967). A partir de esos datos se propuso que
la hidrélisis de ATP observada era producto
de una ATPasa anisotrépica semejante a la
propuesta por Mitchel en 1961 para la
mitocondria y que estaba acoplada a un
mecanismo que expulsa protones al medic
{fig. 48B).

La actividad de la ATPasa produce un
descenso en el pH extracelular y genera un
gradiente electroquimico a través de la
membrana. UJna vez formado el gradiente, la
velocidad de hidrélisis de ATP se reduce
debido a que ahora el sistema de expulsién
de protones tiene que trabajar contra los dos
componentes del gradiente; [a diferencia de
pH y sl potencial eléctrico (Pefia y coals,
1972). Este freno se puede compensar
aumentando el pH del medio externo, lo cual
colapsa el gradiente de pH, o adicionando
KCl, el K* penetra en las células neutralizan-
do el potencial eléctrico y permitiendo nueva-
mente a la ATPasa funcionar a su méaxima
capacidad.

Posteriormente se demostré que
diferentes drogas que inhiben la actividad de
la ATPasa in vitro, también inhiben el bom-
beo de protones in vivo (Serrano, 1980).
Estos experimentos fueron realizados con
cepas de levadura deficientes en su
rapacidad respiratoria para evitar artificios
. debidos a efectos de las drogas enla ATPasa
mitocondrial
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Otros estudios han demostrado que el
transporte de metabolitos como
aminodcidos, azdcares y fosfato se lleva a
cabo por cotransporte con protén (Cock-
burn, 1973, Seaston, 1973 y Rose, 1389).
Esto indica la existencia de un mecanismo
quimiosmético de acoplamiento de energia
semejante al propuesto par Mitchel (1961).
Enelcaso delalevaduralaenergia generada
por la hidrdlisis det ATP, es empleada por la
bomba para generar el gradiente, que
posteriormente es utilizado por los acar-
readores para transportar los diferentes me-
tabolitos al interior de la célula.

3.1 Bioguimica de la ATPasa.

La H*-ATPasa ha sido objeto de
numerosos estudios realizados por diferen-
tes grupos, para una revisién ver a Serrano
(1988). Se ha purificado a partir de difentes
microorganismos como Neurospora crassa
(Addison 1981), Schizosaccharomyces
pombe (Dufour 1978 y 1988) y Sac-
charomyces cerevisiae (Malpartida 1979 y
1981, Foury 1981, Koland 1986 y Serranc
1988) aunque para esta Gltima la purificacién
solo ha sido parcial. Se ha reconstituido en
liposomas y su actividad como bomba
electrogénica de protones dependiente de
ATP ha sido demostrada (Malpartida, 1980;
Dufour, 1982 Ay B; Villalobo, 1981y 1982,y
Perlin, 1984); se han analizado sus
propiedades como son la respuesta al pH,
especificidad y afinidad de sustrato, efecto
de cationes mono y divalentes y sensibilidad
a diferentes inhibidores. Estos estudios se
han realizado con la membrana completa y
con la enzima purificada, y los resultados se
han comparado con los obtenidos para las
ATPasas de otros microorganismos y de
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- Figura S. Ciclo catalitico do las ATPasas clase Il. Las (X} son bloqueos
cineticos que obligan el acoplamiento del tranporte del cation (C) con la hidrélisis de

"ATP (Tomada de Serrano, 1988).

otros organelos de la levadura (Peters y cols.
1979, Kakinuma y cols. 1981 y Uchiday cols.
1985).

E! gene que codifica la enzima ha sido
identificado (Ulaszewski y cols. 1987),
clonado y secuenciado (Serrano y cols.
1986), y se ha expresado en bacterias para
las que es letal (Holzer y Hammes, 1988).

A continuacién se presenta un breve
sumario de lo que se sabe sobre esta en-
Zima.

Mecanismo de reaccién y ciclo
catalitico.

En la figura 5 se muestra el modelo
actualmente mas aceptado para el ciclo

" catalitico de las ATPasas tipo P. En el

podemos ver los dos estados confor-



macionales Ey y Ez, y en el sentido de las
manecillas del relg}, &l ciclo de hidrdlisis de
ATP acoplado a la translocacion del cation C
de el lado de alta afinidad E1 hacia e! de baja
Ea. Este ciclo procede de la siguiente
manera:

1.El ciclo comienza con la enzima en la
conformacién Eq y en el paso 1 el cation
C se une a su sitio de alta afinidad.

2.E| ATP se une y se hidroliza a ADP y Pi. El
ADP se liberay el fosfato permanece unido
covalentemente a un aspartico conser-
vado en todas las enzimas de este tipoque
se han secuenciado.

3.En el paso 3 ocurre el cambio confor-
macional que pasa el catién € al sitio de
baja afinidad al lado opuesto de la
membrana quedando la enzima en el es-
tado E2.

4 €l enlace aspartil-fosfato se hidroliza y el
fosfato se libera al medio.

5.El catidn C se libera del sitio de baja
afinidad.

6.La enzima retorna a la conformacion E1.

Hay que notar dos cosas sobre el
modelo presentado:

Primero, aunque se ha demostrado
{tedricamente) que no es necesario que los
dos estados conformacionales de un aca-
rreador tengan diferentes afinidades para
que exista transporte unidireccional (Tanford,
1983). Estudios cinéticos han demostrado
que, al menos para la ATPasa de calcio, los
dos estados (Et y E2) tienen diferente
afinidad por el catién transportado.
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Segundo, de Meis y cols. (1980)
propusieron que los pasos 2 y 4 del modelo
mostrado se desglosen: El 2 en 2A, donde el
ATP se une a la enzima, forméandose un
intermediario, y 2B, donde el ATP se rompe,
liberdndose el ADP y forméndose el enface
aspartil-fosfato. El 40. en 4A, donde se
rompe el enlace asparti-fosfato, formandose
un intermediario con el fosfato fuertemente
unido alaenzima, y en4B, en el que el fosfato
es fiberado al medio. En apoyo a esta idea,
Smith y Hammes (1988) analizaron las cons-
tantes cinéticas del ciclo catalitico de la
ATPasa y encontraron que el paso limitante
esla salida del fosfato cuando éste yano esta
unido covalentemente a la enzima.

Ademés de lo anterior, de Meis (1989) ha
propuesto con respecto al mecanismo de
reaccién, que los cambios conformacionales
que la enzima sufre durante el ciclo catalitico
modifican la polaridad del sitio activo hacien-
dolo mas hidrofébico. Como consecuencia
el equilibrio de fa reaccién ATP --> ADP +Pi
se desplaza, y la sintesis del ATP ocurre
espontaneamente. Asl se ha explicado el que
varias drogas hidrofébicas inhiben las reac-
ciones de recambio y sintesis de varias
ATPasas en forma competitiva con el fosfato
(de Meis y cols. 1988),

pH éptimo.

Los trabajos en donde se ha analizado
la respuesta de la ATPasa de S. cerevisiae a
diferentes valores de pH, han dado resul-
tados muy variados, indicando diferentes
valores para el pH optimo.

En 1979 Peters reporta un valor de 5.0y
Willsky reporta un valor de 5.5; Borst-
Pauwels en 1981 indica un pH optimo de 5.8,
pero sefiala que este valor puede variar sise



utiliza ATP contaminado con Vanadato. Ser-
rano (1983) encontrd que si se preincuban
las' células con glucosa antes de obtener
extraer las membranas, se otiene una
ATPasa cinco veces mas activa, y el pH
Sptimo para la enzima cambia de 5.7 a6.5.

Para otras lgvaduras los valores repor-
tados son los siguientes: 5.0 para Schizosac-
charomyces pombe (Dethez y cals., 1977),
6.4 para Candida tropicalis (Blasco y cols.,
1981) y 7.0 y 6.0 respectivamente, en ausen-
cia y en presencia de concentracionas muy

- pequefias de vanadato para Neurospora
crassa (Bowman y Stayman, 1979).

La explicacion que se ha propuesto para
estas variaciones en el pH 6ptimo reportado,
es que se deben a diferencias en las con-
diciones experimentales, o a contaminacion
con ATPasa mitocondrial o vacuolar (Gof-
feau y Slayman, 1981). Los valores de pH
6ptimo reportados para estas dos enzimas
son de 9.0 para la mitocondrial y 7.0y 7.5
para la vacuolar (Peters y Borst-Pauwels,
1979; Kakinumay cols, 1981, y Blascoy cols,
1981).

Nosotros pensamos que las variaciones
en el pH 6ptimo reportado también pueden
deberse a cambios en las constantes de
formacion del complejo Mg-ATP (verdadero
sustrato de la enzima) o en la fuerza iénica
del medio de reaccion. En un trabajo anterior
realizamos_experimentos controlando estos
parémetros como lo indican Fabiato y
Fabiato (1978), y utilizando una
concentracion de Mg libre de 1 MMy 2.5
‘'mM de Mg-ATP y una fuerza ionica de 140
mM encontramos un pH optime de 6.5
(Olivera, 1986).
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Especificidad y afinidad por el
sustrato.

LaH*ATPasa de membrana plasméatica
muestra una especificidad muy alta, con
valores de hidrdlisis para TP, UTRE TTPy GTP
menores al 2% de los mostrados con ATP en
S. cerevisiae (Borst-Pauwels, 1979) y S,
pombe (Dutfour, 1980) y cero hidrdlisis para
otros compuestos fosforilados.

A partir de estudios cinéticos es ahora
bastante claro que, lo mismo que para otras
ATPasas, el sustrato de la ATPasa de
membrana plasmatica es el complejo Mg-
ATP (Scarborough, 1977; Delhez, 1977), ¥
las constantes de afinidad (Km) calculadas
oscilan entre 0.05 mM. (Borst-Pauwels,
1981) y 1.7 mM. (Willsky, 1979). Seg(in Ah-
lers (1981), las diferencias en las Km repor-
tadas son debidas a que. altas
concentraciones el Mg* libre ejercen un
efecto de inhibicion pseudocompetitiva, dis-
minuyendo la afinidad de la ATPasa por el
sustrato.

Efecto de los cationes metalicos.

Cationes Divalentes.

El Mg®* parece ser el cofactor
fisioldgico de la enzima. La actividad de la
H*ATPasa es méaxima cuando en el medio
de ensayo se agrega Mg“" en con-
centraciones equimolares con el ATP (Ser-
rano, 1978; Borst-Pauwels, 1981). Otros
cationes como el Co®* y el Mn?* también
permiten fa expresion de la actividad; el NiZ ¥,
eizn®* yel Fe’* son menos efectivos, ycon
Sr** yCa®* no hay actividad (Scarbarough,
1977; Bowman, 1977, Serrano, 1978; Peters,
1979; Duffour, 1880).



Ademés de formar parte dal sustrato de
la enzima se requiere la presencia de iones
Mg®* libres para detectar actividad de
hidrélisis. Hay que notar sin embargo que, en
presencia de Mg?*, el Zn’* yel Ca®
actdan inhibiendo Ia enzima, e inclusive el
Mg?*, si se encuentra presents en altas
concentraciones tiene un efecto inhibitorio.

Debido al comportamiento bifasico del
Mg?* se ha propuesto fa existencia de dos
sitios alostéricos para magnesio en la
ATPasa, uno de alta afinidad que activa la
enzima y uno de bala afinidad que la inhibe.

Es importante notar aqui que algunos
experimentos cinéticos realizados previa-
mente (Olivera, 1986) en los cuales compen-
samos los cambios en fuerza iénica que se
producen cuando se varfa la concentracion
de ATP, indicaron que con un solo sitio para
el magnesio es posible explicar las dos fases
de las curvas de actividad contra
concentracidn del metal. Sin embargo, se
requiere otro tipo de estudios con una
preparacién muy pura de la ATPasa para
poder definir con certidumbre si la enzima
tienen uno o dos sitios regulatorios para el
Mgz+.

Cationes Monovalentes.

Se han descrito efectos activadores de
los cationes inorgénicos monovalentes en la
actividad de la ATPasa. Algunos grupos han
reportado que el K* tiene un efecto
especifico y que ademas protege a la en-

_ Zima de ciertos. inhibidores (Borst-Pauwels,
1981; Malpartida y Serrano, 1980 y Villalobo,
1982), estos resultados han dado lugar a la
idea propuesta originalmente por Malpartida
y Serrano (1980) y desarroliada por Villalobo
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(1981 y 1982) de que la ATPasa tlene la
funcién de realizar un intercambio H* /K.

En estos trabajos exnste la posibilidad de
que el intercambio H*/K* observado se
debiera a proteinas de bajo peso molecular
contaminantes de la preparacin utilizada, y
el grupo de Slayman (Perlin y cols, 1984),
utilizando una preparacién muy pura de la
ATPasa de N. crassa encontrd que no se
observa un efecto especifico del potasio
sobre el potencial generado por la enzima.
Nosotros encontramos que la estimulacion
por potasio no se presentd cuando deter-
minamos la actividad manteniendo constan-
tes la fuerza idnica y la concentracién de!
complejo MgATP (Olivera, 1986). De
cualquier manera, los estudios de
reconstitucion (Malpartida y Serrano, 1980 y
Villalobo, 1981 y 1982) han abierto un debate
que no podré ser resuelto satisfactoriamente
mientras no se disponga de una preparacién
pura de la ATPasa de S. cerevisiae.

inhibidores de la ATPasa.

El uso de inhibidores en el estudio de las
enzimas ha permitido llegar a un mejor co-
nocimiento de sus mecanismos y facilitado
su manejo e identificacién. Por esta razon se
han realizadc muchos estudios de la H*-
ATPasa de membrana plasmatica utilizando
compuestos que se sabe que inhiben otras
ATPasas; por ahora se conoce con mayor o
menor detalle el efecto de los siguientes:

La oligomicina, la azida de sodio y la
venturicidina, inhiben especificamente a la
ATPasa mitocondrial a concentraciones que
no afectan sensiblemente a la de membrana
plasmatica.

E! DCCD (50 ;:M.), el Dio-9 (18 gr./ml.),
el NaF (2 mM.), la quercetina (24 uM)u y el



p-cloromercuribencensulfonato (3 xM) in-
hiben inespecificamente tanto la ATPasa
mitocondrial como la de la membrana
plasmética (Goffeau y Slayman, 1981).

Finalmente el ortovanadato (11 M.) y el
dietilestilbestrol (27 #M.) son inhibidores
especificos que no tienen efecto sobre la
ATPasa mitocondrial. De éstos, el or-
tovanadato ha recibido mayor atencidn,
debido principalmente a que ciertos lotes de
ATP de algunas marcas estaban con-
taminados con este compuesto, y por un
tiempo ésto produjo resultados contradic-
torlos en los estudios de la enzima (Borst-
Pauwels, 1981).

4 Uso de compuestos
hidrofébicos en el estudio
de los sistemas de
membrana.

Los primeros estudios sobre el efecta de
compuestos hidrofébicos en sistemas de
membrana fueron realizados hace alrededor
de treinta afios per Pressman (1963), quien
describid los efectos inhibitorios de una serie
de derivados de la guanidina sobre la
respiracion en mitocondrias de higado de
rata.

Posteriormente se han realizado varios
trabajos sobre el efecto inhibidor de com-
puestos hidrofébicos y también sobre los
efectos activadores de algunos detergentes
sobre otros sistemas de membrana. Sin em-
bargo, todavia no se han podido comprender
las bases moleculares de las interacciones
de estas moléculas anfifilicas con los sis-
temas de membranas.
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En |a literatura encontramos las siguien-
tes explicaciones a los fenémenos descritos:
blogqueo oinactivacién de moléculas que nor-
malmente actian como reguladores de las
enzimas como a calmodulina (Levin, 1977);
unidn a miltiples sitios inespecificos causan-
do alteraciones de la estructura tridimen-
sional de las enzimas (Adade y cals, 1987);
ocupacion y bloqueo de los sitios donde se
unen normalmente las moléculas transpor-
tadas (Pefia, 1973), alteracion de las interac-
ciones lipido proteina, desplazamiento y
sustitucion de ciertos lipidos que puedan
estar actuando como reguladores de la ac-
tividad de la enzima. Por otra parte, las ac-
tivaciones inducidas por detergentes,
normalmente se interpretan como el desen-
mascaramiento de sitios activos latentes (De
Duve y cols, 1975), la alteracion de interac-
ciones entre diferentes subunidades de las
enzimas (Vazquez-Laslop y cols, 1986) y
recientemente Monk y cols. (1989) han
sugerido que algunos detergentes como el
écido lisofosfatidico podrian actuar directa-
mente sobre la enzima, aungus no proponen
un mecanismo.

Estos mecanismos fueron propuestos
separadamente para explicar las interac-
ciones observadas de moléculas relativa-
mente comglejas y diferentes enzimas. El
primer trabajo encaminado a obtener una
explicacién general para la inhibicién de las
ATPasas por compuestos hidrofobicos lo
llevaron a cabo de Meis y cols.(1988),
quienes analizaron el efecto inhibidor de
varias drogas lipofilicas sobre la Ca®*-
ATPasa de musculo cardiaco y. la
ATPsintetasa de corazén de res, y
propusieron un modelo en el cual las drogas
Interactan directamente con el sitio activo
de esas enzimas.



Conrespecto alos efectos de compues-
tos lipofiicos sobre la H*-ATPasa de la
membrana plasmética encontramos,
ademas det trabajo de Monk y cols {1983)
mencionado arriba, que algunos derivados
de la fenotiazina como fa trifluoperazina
(TFP) -una droga utilizada tradicionalmente
como antagonista de calmodulina y que fue
usada en los estudios de de Meis y cols
(1988)- inhiben la H-ATPasa de la
membrana plasmatica (Eilam, 1984).
Nosotros habiamos observado (Ofivera,
1986}, que el calmidazolium (otro antagonis-
ta de la calmodulina) también inhibe a la
enzima. Pero no se ha presentado ninguna
hipotesis para explicar estos resultados.

5 Objetivos.

Purificacién de la ATPasa.

El primer objetivo de este trabajo fue
abtener una preparacion pura de la H*.
ATPasa de la membrana plasmética de la
levadura S. cerevistae. Como mencionamos

. anteriormente esta purificacian ha sido inten-
tada por otros grupos pero la enzima ob-
tenida estd contaminada y tiene baja
actividad.

Efecto de compuestos
hidrofébicos sobre la ATPasa.

En el curso de la purificacion en-
contramos dos evidencias que nos con-
dujeron hacia lo que es el segundo objetivo
de este trabajo. Estas fueron:

1.Que la ATPasa es inhibida por la octit
guanidina y se une a una columna de
sefarosa-aminohexil.
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2.8e publicé el trabajo de de Meis y cols
(1988) donde se intenta hacer una
generalizacién sobre los efectos de
diferentes compuestos hidrotébicos enlas
ATPasas.

El objetivo que se planted a partir de lo
mencionado fue el de analizar los efectos de
una serie de compuestos anfiflicos sobre
tres preparaciones diferentes de la H™*-
ATPasa de la membrana plasmatica de la
levadura: estado nativo unida a membranas,
purificada en estado soluble y puriticada y
reconstituida con fosfolipidos.

Las razones para realizar este estudio
son las siguientes:

1.Eluso delas alquil-guanidinas y otros com-
puestos relacionados nos puede ayudar a
comprender el mecanismo molecular del
ciclo catalitico de la ATPasa.

2.Entender el efecto de este tipo de com-
puestos sobre la enzima permitird en-
tender e! mecanismo de unidn de la
enzima a la columna de hexil-amina, y
posiblemente contar con un nuevo
método para abtener una preparacién
mas activa de la enzima.

3.El estudio del efecto de los alquil-iones en
la ATPasa puede darnos informacién
sobre fas interacciones de la ATPasa con
los lipidos de la membrana. Las interac-
ciones de las proteinas de las membranas
con fos fosfolipidos es un tema muy inter-
esante pero que ha sido dificil de tratar. €l
uso de estos compuestos podria facilitar
esta tarea.
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Il MATERIALES Y METODOS.

Material Utitizado.

La levadura de panaderia fue comprada
de "LA AZTECA S.A". Las alquil aminas
fueron obtenidas de Merck y redestiladas a
presidn reducida antes de utilizarlas. Los al-
coholes y Acidos orgdnicos fueron de Sigma
Chemicals. Las alquil guanidinas fueron sin-
tetizadas a partir de las aminas primarias
utiizando una adaptacion .del método de
Philips (1923). Los fosfolipidos fueron de
Avanti Polar Lipids, Inc o de Sigma Chemical
Company, obteniéndose practicamente los
mismos resultados con ambas marcas. El
1+ 2P-ATP radioactivo fue donado por e} Dr.
Dreyfus (IFG. UNAM).

1 Activacién de las
levaduras.

La H*-ATPasa de la membrana
plasmética de S. cerevisiae se inactiva
répidamente cuando las células se en-
cuentran en ausencia de glucosa (Serrano
1983). Para obtener la enzima en estado
activo, se incubaron 100 gr. de levadura de
-panaderia de ‘LA AZTECA S. A." durante una
hora en 500 mi. dei medio de activacidn antes
de proceder a la purificacion de las
membranas. Las-levaduras convierten
rapidamente la sacarosa en glucosa lo que
nos permite obtener una actividad elevada
de ATPasa en nuestras membranas.

Medio de Activacién:
Sacarosa 8.0%
KoHPO4 0.2%
(NH4)2S04 02%
CaCl2 1mM.

2 Aislamiento de la

. membrana plasmatica.

La membrana se aisld utilizando una
modificacién del método de Franzusolf y
Ciritio {1983). El método final. se encuentra
esquematizado en la figura 6.

Las celulas incubadas en el medio 1 se
cosecharon por centrifugacion (5 min a
3000xg.), y se lavaron una vez resuspendien-
do en 5 vols, de amortiguador A y
centrifugando nuegvamente.

Amortiguador "A".

Sacarosa 250 mM,
imidazol 10 mM.
EDTA 1mM.
PMSF 1mM.
Azida de Sodio 3ImMm.
+TEA --> pH?.5

inmediatamente después, las células
fueron resuspendidas en amortiguador "A*, y
se procedid a romperlas con un tercio de
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Homogeneizado

1 centrifugar a S000xg « 9 min.

Precipi tado

Sobrenadante

Rasuspendar en 73 ml de amortiguador “A"
Sonicar 40 seg.
centrifugar S° a S000rxg
: |

e centrifugar a J000xg x 9 min.
Sobrenadante

3 Llevar a pH 5.0 con 4cido acético al 50%.
Centrifugar a B020xg x 10 min,

Precipitado
Sobrepadante
Resuspender en 75 ml de amortiguador "A"
Ajustar Sonicar 40 seg.
pH a7.9 Ajustar a pH 5.0
centi'i fugar 10° a 8000xg
]

4 Ajustar pH a 7.5 con KOH &N.
Congelar en hielo seco-acetona
Descongelar ®n bado sin agitacion
Centrifugar a 140000xg x 48 min.

Pracipitade
S Resuspender en amortiguador "B

Homogeneizal
Guardar en it dgeno liquido

Membranas

Figura 6. Método utilizado para el alslamiento de la Membrana plasmética.



volumen de perlas de vidrio de .45-.5mm, en
un "Bead-Beater* de Biospec Products, en
pulsos de 30 seg, aiternados con descansos
de 45 seg. Se utilizd ta cdmara de
homogenizacion de 250 mi, enfriada con una
mezcla de hielo y etanol. .

Después de romper, se decantd el
homogenado para separarlo de las perlas y
se lavé a estas dltimas con 50 ml de amor-
tiguador “A*, para recuperar fa parte del
homogenado que se les queda adherido.
Las dos fracciones asi obtenidas se
mezclaron y se les sometid al procedimiento
descrito a continuacion e ilustrado en la
figura 6.

1.El homogenado se centrifugé durante
5 min a 5000xg; se utiliz6 la centrifuga Sorvall
RC-5B con el rotor SS34 a 3500rpm.

En esta centrifugacion se obtuvo un
precipitado grande formado principalmente
por nicleos y células que no se rompieron
que se resuspendié en 100 ml de amor-
tiguador "A"; se sonico durante 40 seg en
fracciones de 15 ml en un sonicador de bafio
de Laboratory Supplies Company Inc.
modelo G112SPIT, y se volvid a centrifugar 5
min. a 5000 x g. El sobrenadante obtenido se
reuni6 con el anterior y se continué con el
procedimiento.

2.10s dos sobrenadantes reunidos se
centrifugaron una vez mas 5 minutos a 5000
xg.

3.Se recuperd el sobrenadante y se le
gjustd el pH a 5.01 con una solucion de acido
acético al 50%; este paso es sumamente
critico. Si el pH baja a menos de 5.00, la
ATPasa de la membrana plasmatica se inac-
tiva rapidamente y por otro lado, si el pH no
se baja lo suficiente, la preparacion final
quedara contaminada con membranas
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mitocondriales. El sobrenadante ajustado a
pH 5.01 se someti6 a una centrifugacion de
10minaB8000 x g.

lgual que en el paso 1, el precipitado que
contiene las mitocondrias se resuspendio en
75 mi de amortiguador “B", se sonicd 40 seg
y se volvid a centrifugar 10 min a 8000 x g. El
sobrenadante obtenido se reunid con el
anterior y se continud con e} procedimiento.

4.A 1a mezcla de los sobrenadantes se
le ajustd el pH a 7.5 con NaOH 2N. se
congelé en hielo seco acetona y se dejd
descongelar en un bario a temperatura am-
biente sin agitacién.

Una vez descongelada, se centrifugé
durante 45 min a 140,000xg en una
ultracentrifuga Beckman LBM en el rotor 45Ti
(37,500rpm).

S.E|l precipitado, conteniendo la
membrana plasmatica, se resuspendid en
amortiguador "B" con 20% glicerol, se
homogenizd utilizando un pequefo
homogenizador de vidrio (volumen méximo
de trabajo, 2.5 ml) y se guardd en nitrégeno
liquido hasta ser utilizado,

Amortiguador "8"

Tricina 10.0 mM.
EDTA 1.0mM.
PMSF 1.0mM.
b-mercaptoetanol 2.8 mM.
+TEA pH 7.5

+ los porcentajes de glicerol indicados en
el texto.



3 Purificacion de la ATPasa.

Se han publicado diferentes métodos
para la purificacion de la H* -ATPasa de la
membrana plasmatica de la levadura (Mal-
partida y Serrano, 1980 y 1981 Ay B; Foury
y cols., 1981; Koland y Hammes, 1986; Ser-
rano, 1988; Goffeau y Dufour, 1988). En el
curso del presente trabajo probamos los
métodos reportados en Foury y cals. (1981)

_y Malpartida y Serrano (1981B), y tratamos
tambien de combinar el Ultimo con un
método descrito por Dreyfus y cols., (1984).
A continuacién describiré brevemente los
dos métodos utilizados, las modificaciones
intentadas y el finalmente el método utilizado
para los experimentos con los compuestos
lipoflicos.

3.1 Método de Foury y cols (1981).

Este método se basa en solubilizar una
preparacién cruda de membranas de
levadura con 3 detergentes diferentes, nin-
guno de los cuales solubiliza a la ATPasa. Al
final se obtiene la enzima todavia unida a las
membranas pero libre de una gran cantidad
de proteinas que si son liberadas por los
detergentes utilizados. El procedimiento es
como sigue:

- 1.Se resuspenden las membranas crudas a
una concentracion de 25 mg de proteina
por ml.

2.Agregar lentamente y con agitacion suave
una solucion de desoxicolato 10%, hasta
obtener una concentracion final de 20
mg/ml.

3.Incubar 30 min en hielo.

4 Centrifugar 45 min a 80,000 x g; descartar
el sobrenadante.
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5.Resuspender el precipitado a una
concentracion de proteina de 4 mg/ml.

6.Agregar Triton X-100 al 10% lentamente y
con agitacion suave hasta obtener una
concentracion final de 2.5%.

7.Incubar 30 min en hielo.

8.Centrifugar 45 min a 80,000 x g; y descartar
el sobrenadante.

9. Resuspender el precipitado a una
concentracién de proteina de 2.5 mg/ml.

10.Agregar una solucién de lisofosfatidil-
colina al 10% hasta obtener una
concentracidn final de 2.0 mg/mi. Incubar
10 min a temperatura ambiente.

11.Centrifugar 45 min a 80,000 x g, y descar-
tar el sobrenadante.

12 Resuspender el precipitado (donde se
encuentra la actividad de ATPasa) a la
concentracién deseada y guardar a 70°C.

3.2 Método de Malpartida y Serrano
(1981B).

Para este método se requiere comenzar
con membrana plasmética aislada como se
describié anteriormente (parte 2), y en él se
introduce el uso de un detergente
zwiteridnico sintético, el Zwittergent TM-314
para solubilizar la enzima. Este detergente ha
sido usado posteriormente por otros grupos
de investigacion para solubilizar esta enzima
{Koland, 1986). El amortiguador utilizado es
el amortiguador *B" descrito en la seccion
anterior y el procedimiento es el siguiente:

1.5e resuspenden las membranas en amor-
tiguador “B" con 20% de glicerol a una
concentracion de 3 mg de proteina por mi.



2.Se aiade guanidina 5M hasta una
concentracion final de 0.5M.

3.En un tubo del Rotor 60Ti se ponen 15ml
de amortiguador "B" con glicerol al 35%, y
cuidadosamente se depositan 5 ml de las
membranas con la guanidina procurando
que no se mezclen.

4.Se centrifuga 45 min. a 35,000 rpm.

5.Las membranas forman un precipitado que
se resuspende en amortiguador con 20%
de glicerol a una concentracion de 3 mg
prot/ml.

6.A las membranas se les afade lentamente
y con agitacion suave una solucion de 10
mg/ml del Zwittergent TM-314 en el mismo
amortiguador hasta obtener una
concentracion final de 2.5 mg/ml

7.Se incuban 3 min a 37°C sin agitar.
8.Se sonican 3 min en un sonicador de bafio.

9.Se centrifugan 35 min a 35,000 rpm en el
rotor 60Ti.

10.Se toma el sobrenadante que contiene a
la ATPasa solubilizada y se deposita con
cuidado sobre un gradiente continuo de
glicerol (15ml), de 20 a 50%, en amor-
tiguador “B* con 0.1mg/ml del zwittergent
TM314, previamente formado en un tubo
del rotor 60Ti.

11.Se centrifuga el gradiente durante 16hrs
"~ @ 35,000rpm.

12.La ATPasa forma un pequerio precipitado
transparente en el fondo del tubo. Este se
resuspende en amortiguador “B* con 20%
gliceral,

13.5e repiten los pasos del 2 al 5.
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14. La ATPasa se recupera de! precipitado
se resuspende en amortiguador "B" con
20% de glicerol y se guarda a -70°C.

3.3 Cromatografia en
Sefarosa-hexilamina.

Dado que la enzima obtenida con estos
métodos se ve muy contaminada cuando se
analiza por electroforesis de poliacrilamida
SDS tefiida con plata, decidimos estudiar la
posibilidad de purificarla mas aradiendo al
final del procedimiento una cromatogratia en
una columna de sepharosa-hexilamina como
la utilizada por Dreyfus y cols. (1984).

El procedimiento seguido fué el
siguiente:

1.Se montd una columna de 10 ml de la
resina.

2.Se equilibro con el amortiguador *B* con
20% glicerol, 0.1 0 0.01 mg/ml del zwitter-
gent y opcionalments 1mg/ml de PC {fos-
fatidilcolina).

3.Se pas6 porlacolumna la ATPasa obtenida
en el paso 12 de! procedimiento de Mal-
partiday Serrano (1981 A), utilizéndose un
flujo de .33 m¥/min,

4.Se lavo la columna con 10 mi del amor-
tiguador "B" con 20% glicerol.

5.Se eluyd la columna en un paso con el
mismo amortiguador mas KCi 1M o con
un gradiente continuo de 0 a 1M de KCI.

6.Se colectaron fracciones de 0.5 ml durante
todo el proceso, se determind protefna y
actividad de ATPasa.

7.Se guardaron las fracciones a -70°C.



3.4 Preparacion utilizada.

La preparacidn utilizada para los ex-
perimentos con los compuestos lipofilicos
fue obtenida de acuerdo con el procedimien-
to de Malpartida y Serrano (1981 A) con las
siguientes modificaciones.

1.en el paso 6 agregamos 1 mg/ml de
fosfolipidos.

2.Enelpaso 11 se redujo el tiempo de corrida
del gradiente a 12 hrs.

3.0mitimos el paso 13.

Posteriormente mencionaremos y dis-
cutiremos las ventajas que presenta el uso
de éstas.

4 Determinaciones de
actividad.

La H*-ATPasa de la membrana
plasmatica de levadura cataliza la siguiente
reaccién:

ATP + nH *intrc --- ADP + Pi + nH " extre

en donde e valor exacto de *n", o seala
estequiometria H* (transportados) / ATP
(hidrolizado) de la reaccidn aun no se con-
oce con exactitud suponiendose un valor de
uno (Malpartida y Serrano 1981B).

Existen muchas enzimas que catalizan
este tipo de reaccion; por lo tanto se han
desarrollado diferentes métodos para medir
su actividad. Generalmente lo que se hace es
determinar la cantidad de fosfato inorganico
(Pi) que una determinada cantidad de fa en-
zima libera por unidad de tiempo. Para medir
este fosfato existen varias alternativas, que
incluyen medir la liberacién de marca
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radioactiva de y-SZP-ATP, acoplar a la
reaccidn un sistema que reduce NADH, o
determinar el fosfato liberado del ATP por
métodos colorimétricos. En el curso de este
trabajo utilizamos los tres métodos.

4.1 Método colorimétrico.

Para detectar por colorimetria et fosfato
inorganico liberado, utilizamos una
modificacién del método de Fiske y Sub-
barow (1925). El procedimiento realizado fue
el siguiente:

La reaccion se inicié agregando un
volumen de 5 a 10 xl de la enzima (entre 10
y 100 ugm. de proteina) a 350 ul de! medio
de reaccién. Se incubd a temperatura am-
biente ~22°C de 2a 10 minutos, y la reaccion
se detuvo adicionando 1ml de la solucién de
molibdato y 250 x#! de la solucién de ELON.
Después de 15 minutos se leyd la densidad
oOptica en un espectrofotémetro, usando una
longitud de onda de 700 nm. Para construir
una curva patrén se utilizé una solucién de
KH2PO4 2.5 mM.

Soluciones para la determinacion de
1a actividad de ATPasa:

1. Medio de Reaccidn para la ATPasa:

HEPES 25.0 mM.
KCt 99.0 mM.
MgClz2 2.6 mM,
ATP 8.0 mM,
TEA -> pH 70

2. Solucién de molibdato:

Molibdato de Amonio 125gr
H2504 36N 28ml



SDS 40gr
-Hz0 cbp 1000 ml

3. Solucion de ELON:

Elon Sulfato 10gr
Metabisulfito de sodio 30gr
H20 cbp 1000 ml

Las concentraciones de MgCl2 y ATP
indicadas en el medio de reaccion nos dan
concentraciones de 2.5 mM. para el com-
plejo Mg-ATP y 100 M. para el Mg®* libre a
pH 7.0y 25°C,

4.2 Oxidacién de NADH.

Los nicotinamida adenindinucledtidos
reducidos (NADH * y NADPH *) a diferencia
de los oxidados absorben la luz a una lon-
gitud de onda de 340 nm. Esto permite
registrar en un espectrofotdmetro la
concentracion de dinucledtidos reducidos en
. una solucién. Esta propiedad se utiliza para
determinar la actividad de enzimas, siempre
que ia reaccién que estas catalicen pueda
acoplarse a un sistema que oxide los
dinucledtidos. Para la ATPasa las enzimas
que se utilizan para acoplar lareacciones son
la piruvato cinasa (PK) y la factato
deshidrogenasa (LOH)

ATPasa
ATP + H0 -wermeenen > ADP + P

PEP + ADP ---evee > Piruvato + ATP

LDH
Piruvato + NADH ----> lactato + NAD*
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Estas reacciones ademés regeneran el
ATP hidrolizado de manera que su
concentracién permanece constante. El
método usado en este trabajo fus descrito
por Dufour y cols (1988 A). Las soluciones
utilizadas son las siguientes:

1. PEP 40 mM.
2. NADH 10 mM.
3. LDH 0.1 mg/mi.
4.PK 0.5 mg/mi.

La mezcla de reaccién en que se realiza
la determinacién contiene 15 ul/ml de la
solucién 1y 10 x|/mi de las ofras tres, 25 mM
de MES-KOH pH 6.8 més las cantidades
necesarias de MgClz y ATP para obtener las
concentraciones de complejo Mg-ATP y Mg
libre indicadas en cada experimento. De esa
mezcla se pone 1 ml en una celda del
espectrofotometro Beckman DU-50 y se
espera a que la absorbencia a 340 nm. se
estabilice. Se agrega laenzimay se registran
en forma continua los cambios de absorb-
encia en una lmpresora conectada al
espectrofotémetro.

La cantidad de ATP hidrolizado se cal-
cula utilizando la férmula:

#molas ATP =_{D.0.tin- D.OJnic) % Vol. Tot

6.22 x tiempo

4.3 Uberacién de *2P pi.

Para determinar liberacién de fostoro
inorgénico radioactivo del 4-3°P-ATP se
utiiz6 el método reportado por de Meis y
Carvatho (1974). La reaccidn de ATPasa se
llevd a cabo en 800 ;! del medio de reaccion
usado para el ensayo colorimétrico mas 10



ul de ATP radicactivo ACT ESP!L. Se inicid
agregandode 10a50uidela preparamén de
la ATPasa, se incubé durante 10 min a 256°C
y se detuvo agregando 200 ;! de dcido
tricloroacético al 30%.

La mezcla se centrifugd 10 min en una
centrifuga clinica de International equipment
p. & maxima vefocidad. Se tomaron 700 i
del sobrenadante, se les anadib 300 il de
acetonay 1 mide la solucién de molibdato y
se agitaron en el vortex durante 1 min, A
continuacion se aftadié 1 mi de acetato de
butilo, se agitd la nuevamente en el vortex 1
min y se centrifugd 1 min en Ja centrifuga
clinica, Con cuidado para evitar goteos, se
pusieron 400 ui del sobrenadante en un rec-
tangulo de entre 6 y 10 cm? de papet fitra
grueso, y se dejo secar el papel para luego
ponerlo en un vial de vidrio con Smi de liquido
de centelleo y contario en un contador Pack-
ard Tri-Carb 300 con el programa de ibsforo.

5 Determinaciones de
proteina.

Las determinaciones de proteina se
hicieron utilizando la técnica de Bradford
(1976). Las reacciones se llevaron a cabo en
un volumen de 1 m); se leyd la absorbencia
a 595 nm utilizando fa albimina de suero
bovino como patron. Determinaciones
paralelas realizadas con la técnica de Lowry
(1951) dieron siempre valores del doble de
proteina; sin embargo para poder comparar
nuestros resultados con los encontrados en
ta literatura reportamos aqui ios valores ob-
tenidos con el método de Bradford.

6 Calculo de las
concentraciones de
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metales, ligandos y
complejos metal-ligando en
las soluciones.

Para calcular ias concentraciones to-
tales de los diferentes metales y ligandos que
hay que agregar para tener las con-
centraciones de iones libres y complejos
metal-ligando en las soluciones de ensayo,
se utilizd un juego de tres programas desar-
rollado por Fabiato y Fabiato (1979).

E! primer programa calcula las constan-
tes de disociacion metal-ligando aparentes,
al pH utilizado en los ensayos, a partir de las
constantes absolutas encontradas en las
tablas y de las constantes de disociacion
H*-ligando. Ademds calcula fa fuerza i6nica
contribuida por el amortiguador, 1a cual
depende de lo cercaque se encuentren el pH
del ensayo y el pK del compuesto amor-
tiguador y nos indica la carga de ligando al
pH del ensayo. Esto ultimo es importante
para calcular la fuerza idnica total en el en-
sayo utilizando la formula

72 = (1/2) £ 1 @)%Ci

donde Zi es la carga del idn i y Ci és su
concentracion,

E) segundo programa, dadas fas con-
centraciones de cationes libres y complejos
metal-ligando deseadas, utiliza las constan-
tes de disociacidn aparentes obtenidas con
el primer programa, para caicular las con-
centraciones totales que debe Hevar el en-
sayo. Ademds calcula la cantidad de una sal
monovalente que se debe agregar al ensayo
paraobtener {a fuerza ibnicaindicaday recal-
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Ho. Metal {
5 ndo fde
-igand s1tiof H* Ca~* Mg** Sr** Zn*’
EGTA~ i P.bb 10.72 5.24 a.a24 14.36
a 8.85 5.33 3.37 - F.1h
3 2.68 -~ - - -
% 1.99 - - -
EDTA™ 1 10.26 10.70 8.49 8.75
2 b.16 3.91 2.28 2.19
3 2.47 1.5 - -
£l 1.99 1.0 -
TP . —
ATp-« { 6.73 3,45 0% 3.2
a 4.26 2.19 2.55 1.0
3 1.99

Tabla 1. Logaritmo de las constantes de disociacién metal ligando utilizadas
en este trabajo. Dado que los ligandos tienen mas de un proton disociable, listamos
las constantes reportadas de mayor a menor afinidad.

cula todas las demdas concentraciones to-
tales, tomando en cuenta fas posibles
asociaciones entre el catién monovalente
agregado y los ligandos.

E! tercer programa realiza exactamente
la funcion inversa: teniendo las con-
centraciones totales y las constantes de
disociacién, calcula las concentraciones de
los complejos y de los cationes libres, Su
utilidad principal es revisar los resultados
obtenidos con el segundo programa y
probar diferentes juegos de constantes para
ver que tan diferentes podrian ser las con-
centraciones libres si nuestras constantes
fueran incorrectas,

Para realizar fos célculos con mayor
velocidad y comodidad, se realizé una
versién del segundo programa para com-
putadoras personales {BM compatibles y del
tercero se utilizd una version que existe en la
PDP-11 de la unidad de cémputo del IFC,

7 Constantes de
disociacion de metales y
ligandos.

Para los célculos se utilizaron fas con-
stantes absolutas que se encuentran en ¢!
manual de Sillen y Martell (1871), selec:



cionando las que se obtuvieron en con-
diciones lo mas parecidas a las que nosotros
usamos para medir la actividad, y que estan
listadas en la Tabla 1.

El uso de el programa tres con otras
constantes reportadas diferentes de éstas no
di6 diferencias significativas.

8 Andlisis cinéticos.

Los experimentos de cinética fueron
analizados utilizando el algoritmo Simplex
como. lo describe Caceci (1984); en el
laboratorio desarrollamos una adaptacion
para ajustar ecuaciones definidas por el
usuario y producir graficos.

9. Absorcién Atémica.

La concentracién de KCl en las frac-
ciones colectadas de la columna de
sefarosa-hexilamina se determing utilizando
absorcién atémica en muestras diluidas de
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las fracciénes. Para ello se utilizé un
espectrégrafo marca Carl Zeiss modelo PF5
con flama de gas butano, utilizando et filtro
interno de potasio. Como referencia se
utilizaron diluciones de una solucién 100mM
de KCI preparada en el laboratorio.

10. Electroforesis.

Las electroforesis se realizaron con e!
método de Laemmili (1970). Las muestras se
pusieron en un amoitiguador conteniendo
20% de SDS y se incubaron 1 hr a 50°C
porque la ATPasa forma un precipitado cuan-
do se calienta a temperaturas mayores y no
penetra en los geles (Foury y cols., 1981).

Los barridos de los geles se tomaron en
un espectrofotometro Beckman DU-50
utilizando el accesorio para transporte de
geles.
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1 Purificacion de la
H*-ATPasa.

E! primer objetivo de este trabajo fue
obtener una preparacién de la H*-ATPasa
de S. cerevisiae con alto grado de purezay
elevada actividad especifica. Actualmente se
reconoce gue obtener una preparacion con
estas caracteristicas a partir de S, cerevisiae
es muy dificil; siendo més facil obtener la
enzima a partir de Schizosaccharomyces
pombe o Neurospora crassa (Dufoury cals.,
1988).

Cuando iniciamos este trabajo existian
dos reportes sobre la purificacién de ia en-
zima de S. cerevisiae (Foury y cals., 1981;
Malpartida y Serrano, 1981 B), enlos cuales
nos basamos para iniciar la purificacién. La
descripcion de estos procedimientos puede
verse en Materiales y Métodos (3.1y 3.2).

Como se muestra en la Tabla 2, los
resultados obtenidos utilizando el método de
Malpartida y Serrano {19818) fueronmejores
que los obtenidos con el de Foury y
cols.(1981); sin embargo en ambos casos
las actividades especificas fueron menores
que tas reportadas. Con el método de Foury
y cols,, incluso se requirio un poco de prueba
y error, porque la tecnica es dificil de
reproducir, por ejemplo, se indican en
diferentes lugares 3 concentraciones
diferentes de Tritdn X100 que van desde &l
25 hasta el 0.25 por ciento.

1.1 Uso de la columna de
sefarosa-aminchexi!

Para obtener una preparacién més lim-
pia, decidimos utifizar una columna de
Sefarosa-aminohexil, que ha sido utilizada
con éxito para purificar otras ATPasas
(Dreyfus y cols., 1984). Para esto primero
analizamos sifaH *-ATPasa de lamembrana
plasmética también se inhibfa con octil-
guanidina, que es una molécula con
propiedades parecidas ala que se encuentra
en la columna, y que se sabe inhibe a otras
ATPasas, como la Fy mitocondrial. En-
contramos que nuestra enzima se inhibid
incluso a concentraciones menores de las
requeridas para inhibir a la Fy (los datos
seran mostrados y analizados posterior-
mente).

Nuestia enzima tambien mostrd poca
inhibicién con hexilamina, 1o que indica que
su afinidad hacia ef aminohexilo de la colum-
na no debe ser muy alta. Esto es con-
veniente, porque cuando una enzima tiene
mucha afinidad por el ligando de la columna,
es a veces dificil liberaria,

La figura 7A muestra el perfil obtenido al
eluir la enzima en un solo paso utitizando KCI
1M en un amortiguador de tricina 10mM con
1mM de EDTA ajustado a pH 7.5 con TEAen
presencia de 0.1 mg/mi del zwittergent TM-
314 y 1mg/m! de lecitina de soya. Como
puede verss, la actividad de ATPasa se fij6 a
la columna y pudo eluirse, al igual que la F1,
utilizando KCI 1M, pero fa actividad
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Hétado Actividad veces de Actividad
oblenida - purificacidn reportada
Hembranas completas §.9 ] i.5
Faury vy cols, 4.5 3 7.0
ftalpartida y Serrano. B-14 5 ta-214
Nuestro método 1t-14 ? ——

Tabla 2. Resultados de la puriticaciones. Realizadas de acuerdo a Foury y cols.
(1981) y Malpartida y Serrano (1881 B) y con las madificaciones indicadas en
Materiales y Métodos seccién 3.4, Las actividadas estan reportadas en

molas/mg/min.

* especifica fue igual o menor que la de la
preparacion inicial.

Una observacién importante es que
después de usar la columna dos o tres
veces, la actividad de ATPasa ya no se urtié
a effa, y fue necesario regeneraria utilizando
NaOH. Esto no sucede en el caso de la
F1.ATPasa (Dreyfus y cols., 1984) y sugiere
que en nuestra preparacion existe algo que
se una ala columnay no se libera con 1M de
KCI.

Opclones de elucidn para la
columna.
Para obtener una enzima con una ac-

tividad especifica mas efevada se intentaron
las siguientes modificaciones:

1. Eiuir la columna con ATP o Mg“. Se
utilizaron concentraciones desde 2 hasta
100 mM. de ATP o MgATP, o 500 mM. de
Mg solo. La enzima no se pudo fiberar con
ATP ni con MgATP Aunque se encontrd
que al afadir. 2mM. de ATP y tmM. de
EDTA en los amortiguadores usados para
lavar y eluir la columna, se obtuva una
enzima un poco mas activa. La elucidn
con 250mM de MgCiz tiberd a la enzima
de la columna pero Ja actividad especifica
cobtenida fue muy baja.

2. Eluir con un gradiente de KC) de 0 a 1M,

Esto did los mejores resultados. La en-
zima obtenida en las fracciones entre 600
y 800mM se vid mds limpia analizada por
electroforesis en geles = de



Resultados

Aetividad y Prateina
4

“an
!
}
[ {3}
/! ¢ 2
e Oty
10 20

Nunero de Fracoidn

- sctividad
§c u ?’-,

z }

e 9

£ 1

13 n .

.év’ 13 kel

£ R TR VA
. g

T e b‘, a Hrote ine
£ A B

: IR

ES », 4

z £ 8o ==
& o *

Nunera de Fraceidn

Figura 7. Perfil de elucién de la columna de Sefarosa aminohenil. La columna
de 4 m! de volumen se equilibré utilizando el amortiguador "B° con 15% de glicerol y
0.01 mg/mi del 2wittergent. Se cargd con 1.5 ml de muestra y se lavd con 8.5 ml del
mismo amortiguador, colectando fracciones de 0.5 ml. En el punto indicado se inicié
‘la_elucion utilizando et mismo amortiguador mas 1M de KCI (A) o un gradiente
continuo de 0-1M de KCI (B). Los simbolos son: ' A, proteina en 0.1xug/l; '©°,
actividad en xmolas Pi/mg/min y '+, concentracién de KCi determinada por
absorcion atémica y expresada en 100xmM.

29



poliacrilamida, (dato no mostrado) aunque
laactividad especifica no aumento (fig 7B).

3. Afiadir lipidos y detergentes a los amor-
tiguadores. Esta alternativa no dio buenos
resultados. Los mejores resultados se ob-
tuvieron utilizando una concentracién de
0.01 mg/mt del Zwittergent 314. No se
obtuvieron resultados diferentes al anadir
los fosfolipidos.

1.2 Uso de inhibidores de
proteasas.

Uno de los problemas en el aislamiento
de proteinas de levaduras es la protedlisis.
Para evitarlo afadimos una serie de in-
hibidores de proteasas a los amortiguadores
utilizados en el proceso de aislamiento de las
membranas y purificacién de la enzima.
Desafortunadamente, muchos inhibidores
de proteasas inactivaron a la H*-ATPasa,
por lo que no fue posible utilizarlos; entre
ellos contamos la N-gtilmaleimida y todos los
compuestos mercuriales inhibidores de
proteasas. Los inhibidores que se pudieron
utilizar son la yodoacetamida 5mM, la
paminobenzamidina. 10mM y el PMSF 1mM,
ademas del EDTA (1mM) que inhibe
metaloproteasas por su accion quelante de
cationes.

Otra de las razones por la que se pierde
actividad en e! proceso de purificacion, es
que la enzima se inactiva rapidamente al

_estar descongelada, por lo que se intentd
reducir al minimo el tiempo empleado en la
purificacién.

1.3 Uso de una columna de sefadex
G400.

Intentamos cambiar el gradiente de
glicerol 20-50% por una columna de sefadex
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G400: Un resultado extrario de éstoes que a
pesar de que el sephadex separd, al igual
que el gradiente de glicerol, dos picos de
proteina de los cuales sdlo el primero tuvo
actividad, fa actividad especifica de ese pico
fue igual a la obtenida del gradiente. Esto
sugiere que las bajas actividades se debena
otro factor que no hemos considerado. Una
posibilidad es que la enzima delipidada por
estos procedimientos se vuelva inestable, sin
embargo el afiadir lipidos exdgenas afecto al
gradiente y no se probd afadir lipidos a la
columna de Sefadex.

1.4 Preparacion utilizada.

La preparacion final se obtuvo mediante
una modificacion del método de Malpartida
y Serrano (1981 B). Las modificaciones que
realizamos al método y las razones para
hacer esas maodificaciones fueron las
siguientes:

1.Agregar lipidos al paso de solubilizacion.
Esta modificacion nos permitio resultados
més constantes, aungue no aumentd. la
actividad especifica maxima obtenida en
la purificacién.

2.Reducir el tiempo de corrida del gradiente
de glicerol de 16 a 8 horas. Esto se hizo
para reducir e! tiempo de purificacién y no
redujo sensiblemente el rendimiento ob-
tenido.

3.Eliminar el dltimo tratamiento con
guanidina {paso 13 de la seccién 3.2).
Esto se hizo porque en nuestro sistema la
guanidina afectd la determinacion de
proteina por el método de Bradford y no
aumento realmente las actividades
especificas.

La actividad especifica de la preparacion
obtenida con estas modificaciones estuvo
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Fig 8. Barrido de un gel de poliacrilamida de la preparacion de la ATPasa

utilizada,

entre 11y 14 pmolas/mg/min, y los resul-
tados fueron mas reproducibles .

En la figura 8 podemos ver e barrido de
un gel de poliacrilamida al 7.5% de nuestra
preparacion. En la literatura se ha iden-
tificado al pico-de ~100 Kd -que contiene
alrededor del 80% de la proteina de nuestra
preparacién- como la H*-ATPasa y se han

descrito algunos contaminantes que migran
en la misma posicion que los tres picos de
bajo peso molecular que se observan en la
figura (Malpartida y Serrano, 1981 B). Esto
nos indica que-la preparacion es muy
semejante a las descritas en la literatura.



Establlidad de la preparacion.

La enzima purificada y mantenida en el
amortiguador “B* con 50% glicero! a -70°C
tuvo unavida media de aproximadamente 10
dias. A diferencia de lo reportado por Malpar-
tida y Serrano (19818) nuestra enzima no fue
estable en el amortiguador con 20% glicerol,
obteniéndose en ese medio una vida media
de menos de 48 hrs a -70°C. En cualquiera
de los amortiguadores la estabilidad de la
enzima no mejord al mantenerse en
nitrégeno liquido.

2 Inhibicién por cationes
lipofilicos.

Los cationes lipofilicos inhibieron la ac-
tividad hidrolitica de la H*-ATPasa. En la
figura 9 podemos ver el efecto de con-
centraciones crecientes de dos alquilca-
tiones diferentes. Las alquilguanidinas (figura
9A) que se sabe que inhiben la respiracion
en mitocondrias completas (Pressman 1963)
y a la FiFp ATPasa (Gomez-Puyou y cols.,
1977 Ay B); y las alquil-aminas (figura 9B)
que poseen una carga eléctrica similar a las
guanidinas pero una estructura mas simple
y un peso molecular menor. La inhibicién
observada fue mayor al incrementarse lalon-
gitud de la cadena asociada -y por lo mismo
la hidrofobicidad del compuesto-, y también
fue mayor en las guanidinas que en las
aminas.

En las gréficas de Dixon (fig 10) puede
observarse también que mientras la
inhibiclén por las guanidinas es lineal, las
aminas producen una inhibicién que no se
hace lineal en esta regraficacion,
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Otros compuestos del mismo tamaiio y
carga eléctrica pero de naturaleza hidrofilica
como los aminoécidos basicos arginina e
histidina a concentraciones hasta 50 mM no
tuvieron ninglin efecto sobre la ATPasa (dato
no mostrado).

2.1 Importancia de la preparacién
utilizada.

E! efecto de los cationes lipofilicos fue
analizado en las tres preparaciones de la
ATPasadisponibles: enzima aislada en forma
soluble, reconstituida con fosfolipidos, y
membranas completas.

En Ia figura 11 observamos que la
inhibicién fue mayor sobre la preparacién
desprovista de lipidos que sobre las otras
dos. En esta figura los valores fueron nor-
malizados para permitir una comparacién
directa, los valores correspondientes a)
100% fueron 6.8 zmolas de Pi mg™' min”
para la enzima soluble y 11.9 para la enzima
reconstituida.

2.2 Estudios cinéticos.

Los estudios cinéticos proporcionan
informacién sobre las interacciones de las
enzimas con los diferentes compuestos que
modulan su actividad. Por esta razon
decidimos analizar los efectos de los ca-
tiones lipofilicos sobre la cinética de la
ATPasa para el complejo Mg-ATR.

Los resultados de un experimento tipico
utilizando la enzima purificada y reconstituida
con fosfolipidos se muestran en la figura 12,
En este experimento se usaron con-
centraciones de octil guanidina dentro del
rango en el cual las gréficas de Dixon
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Figura 9. Inhibicién de la ATPasa por alquil cationes. Las actividades fueron
determinadas utilizando el método colorimétrico. El medio de reaccién contenfa
MES-TEA 25mM pH 6.5 con 2.5 MM de MgATP y 100 xM de Mg2+ libre. La enzima
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utilizada fue ATPasa purificada soluble. Los alquil cationes fueron agregados al medio -

de reaccion en soluciones concentradas preparadas en etanol al 50%. La reaccion
5@ inicid agregando la enzima, Los simbolos son: en 1a figura A butil (@), hexil (a) y
octil (w) guanidina y en la figura B hexil (w), octil (@) decil (a) y estearil (¥} amina,
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cationes. Las actividades fueron tomadas de la figura 9.
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Figura 11. Inhibicién por octilguanidina en diferentes preparaciones de la
ATPasa. Las actividades fueron determinadas igual que en Ia figura 9. Los simbolos
son (@) ATPasa purificada soluble y (A) ATPasa purificada determinada en presencia
de 3 mg/mi de azolectina {principalmente fosfatidil colina). Los valores del 100%
equivalen a actividades de 6.8 umolas/mg/seg para la enima soluble y 11.9 para la

enzima con fosfolipidos.

fueron fineales (entre 5% y 80%, ver figura
10). Los datos fueron ajustados a las
ecuaclones para los tipos mas comunes de
inhibicién y mostraron el mejor ajuste cuando
se utilizd la ecuacion para una inhibicién no
competitiva. Las ecuaciones utiizadas, las

desviaciones estandar de los diferentes ajus-
tes y los pardmetros calculados se presentan
enlatabla 3.

Las lineas dibujadas en lafigura 12A son
el resultado de una simulacion utilizando la
ecuacion y los parametros indicados en fa
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'Figura 12. Cinéticas de la ATPasa para MQATP y octil guanidina. Las
actividades fueron determinadas con enzima purificada y reconstitulda con
fosfolipidos, usando e! método colorimétrico, pero se obtuvieron resultados similares
con los otros métodos y preparaciones. El medio de reaccion es MES-TEA 25 mM
pH 6.5. Las cantidades totales de Mg y Na2ATP necesarias para obtener 2.5 mM de
Mg libre y las concentraciones indicadas de complejo MgATP fueron calculadas
como se indicd en materiales y métodos. Las concentraciones de octil guanidina
fueron (@) 28, (@) 57, (a)}114, (w) 228 y (+) 342 M., La figura A es la grafica directa
del experimento, las lineas trazadas son una simulacion por computadora utilizando
la ecuacion para una inhibicién no-competitiva. La figura B es una grafica de Hofstee
de los mismos datos, cadalinea es resultado de una regresién no lineal independiente
sobre la ecuacidn de Michaelis-Menten.
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TABLA 3

tipo de Ecuacidn Ajustada a Pardmetros

Inhibicidn catculadaos
competitiva Y= Umax#*S 1.1 Umar = 17.47
(Kme (L+1/§3)45) (X = 387
Ki = he
incompetitival V= VmaxsS Q.58 Vmax = 22.25
: (KmeSail+1/Ki}) Km = 8683
Ki = L4
no v= i Ymaxs*s . 0.26 Ymax = 20,67
competitiva (Kme(1+3/K1I+SRl1+ /KD ) Km = b60
= 217

TABLA 3. Resultados del ajuste de los datos cinéticas a ecuaciones cor-
respondientes a los tres tipos més comunes de inhiblcién. Este experimento fue
realizado utilizando ATPasa purificada y reconstituida con fosfolipidas. E! medio de
reaccién cantenfa 25 mM de HEPES, 1mM EDTA y las concentracidnes necesarlas
de MgClz y NapATP (calculadas como se indico en materiales y métodos seccidn 6)
para obtener las concentraciones deseadas de Mg®* liore y complejo Mg-ATP. Las
unidades son para la Vmax gmolas de Pi por mg de proteina por minuta y para la Km

y laKien aM.

tabla 3 para una inhibicion no-compestitiva.
Las lineas de la figura 128. fueron trazadas
utilizando parametros calculados aplicando
regresiones no-lineales sobre ta ecuacion de
Michaelis-Menten para cada concentracién
de octil-guanidina.

Otros experimentos utilizando
membranas completas o fa ATPasa en forma

soluble dieron resultados semejantes, aun-
que tos valores oblenidos paralaKiyla Vmax
variaron dependiendo del tipo de
preparacion empleada. Para la membrana
completa los valores fueron Ki = 250 My
Vmax = 1.8 ymolas mg"' min™ y para la en-
2ima soluble Ki = 85 v Vmax = 9.1 en las
mismas unidades.
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Adicion ¥.i observada
membyranas ATPasa soluble
Control 2956 101
et
F0mM 165 85
180mM 110 89
S00mM {0 53
Guanidina
100mt 208 112
MgCle
2.9mM 295 101
5.0mM 293 112
7.5mM 263 108
10.0mM 263 114
12.5mM 313 12t
TEA ‘PO,
Smi 298 92
20mM 27t 92
S0mt1 248 2

Tabla 4. Efecto de diferentes sales en la Ki para Ja octil guanidina. Las
actividades se determinaron por el método colorimétrico. Los valores de Ki estéan en
uM y fueron calculados a partir de fas gréficas de Dixon. Las concentraciones de las
sales utiizadas mayores que las mostradas en fa tabta inhibieron a la ATPasa y no
permitieron Ja determinacién de la Ki.

E! ciclo catafitico de la ATPasa implica

posible efecto de un inhibidor sobre e! sitio

cambios conformacionales en la enzima (fig
5), y se ha propuesto que estos cambios se
reflejan en la polaridad del sitio activo (de
Meis y cols., 1988). Por lo tanto, es posible
que un inhibidor hidrofébico actie sobre el
sitio activo Unicamente cuando éste se en-
cuentra en una conformacion apolar con
baja afinidad por el MgATP y alta afinidad por
el fosfato. Por esta razén, al estudiar el

activo de una ATPasa es importante analizar
las interacciones cinéticas del inhibidor con
el fosfato,

En ia tabla 4 se muestra el efecto de
concentraciones crecientes de fosfato sobre
fa Ki observada para ia octilguanidina. Los
efectos observados fueron muy pequerios,
por lo que puede decirse que en nuestro
sistema no existid interaccién del sitio donde
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Figura 13. La inhibicién por octil guanidina es menor cuando se mide en
presencia de salventes. La actividad fue determinada por el método colorimétrico
utifizando curvas estandard determinadas en presencia de los solventes, Ei medio de
reaccidn fue similar al utilizado en la figura 9. La reaccién se inicié con fa adicién de
la ATPasa. Las actividades estan normalizadas para facilitar la comparacion, el 100%
corresponde & 12 .8 molasfmg/min para el control (), 10.9 para DMSO 7% (a), 6.3
para DMSO 14% (w) y 5.8 para glicerol al 25% (A).

actda la octil-guanidina con e sitio de unidn
del fosfato. Tomande en cuenta que la
afinidad de la octil-guanidina por fa ATPasa
parece ser muy elevada, mientras que la del
tasfato es muy pequefia, es posible que aun-
que ambas moléculas compitan por el mismo
sitio, el fosfato no pueda desplazar a Ia
guanidina. Por esta razén repetimos ef ex-
perimento utilizando ahora como inhibidor a

la hexil-amina, los resultados obtenidos
fueron muy semejantes.

2.3 Reversion de la inhibicién por
solventes organicos.

La inhibicidn de la ATPasa inducida por
los cationes lipotlicos fue revertida parcial-
mente al agregar un solvente organico al
medio de reaccion (fig 13). Los resultados se
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Figura 14. Inhibiclon de la ATPasa por los solventes. La actividad se determind
igual que en fa figura 9. £n fos simbolos abiertos el solvente se agregé a la enzima,
se incubd una hora y posteriormente se tomd una alicuota para determinarle la
actividad diluyendoia al menos 20 veces. En los simbolos llenos el solvente se puso
en el medio de reaccién a las concentraciones indicadas, y se inici6 la reaccién
poniendo 1a enzima. (O, @) DMSO, (A, &) glicerol.

muestran normalizados porque los solventes
provocaron por si mismos una cierta
inhibicion de la enzima (fig 14). Esta
inhibicidn fue parcialmente reversible, siendo
posible recuperar el 100% de la actividad
después de incubar la enzima por una hora
en 20% de dimetilsulféxido o en 50% de
glicerol. De hecho el amortiguador utiizado
para guardar la ATPasa purificada contiene

glicerot al 50% (ver 1.2.1 de esta seccién) y
al diluirse en el medio de reaccién (la
concentracién final de glicerolesentre 1y 1.5
por ciento) la enzima recupera su actividad.

Concentraciones mayores de DMSO in-
activaron irreversiblemente a la ATPasa. El
efecto de concentraciones de glicero!
mayores al 50% no fue analizado.
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Figura 15. Pape! de la carga eléctiica en el efecto de los compuestos
anfifilicos. Las actividades se determinaron igual que en la figura 9. La enzima
utilizada fue ATPasa soluble. Los compusstos se aitadieron al medio de reaccién
como soluciones concentradas en stanot al 50%. {.os simbotas son: (e ) cido

céprico, (A) undecanol y (@) decil amina.

3 Efecto de la carga
eléctrica.

La importancia de la carga eléctrica de
los compuestos fipofilicos fue analizada
utilizando moléculas que tuvieran la misma
cadena lateral pero cuyas cabezas polares
tuvieran diferente carga eléctrica; éstas

fueron el &cido caprica (anidnico), el un-
decanol (neutro) y la decilamina {catiénica).
Los resultados mostrados en fa fig. .15 in-
dican que et papel de {a carga eléctrica fue
decisivo en el efecto de los compuestos
probados. A concentraciones pequenas fas
moléculas anidnicas se compaortaron como
activadores de fa enzima, los cationicos -
como ya habiamos visto- fueron inhibidares,
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Figura 16. Efecto de dos detergentes con carga diferente sobre fa actividad

- dela ATPasa. Experimento igual ai de

la figura 14, excepta que los detergentes son

faciimente solubles en agua y no fue necesario disalverlos en etanot al 50%.

mientras que fos neutros tuvieron poco elec-
ta.

En Ia figura 16 podemos ver que otras
moléculas anfiflicas como los detergentes
CTAB y SDS (este Uitimo a bajas con-
- centraciones) se comportaron de la misma
manera. )

El efecto de activacién producido por los
compuestos anidnicos, al igual que la
inhibicion ejercida por los catiénicos, fue
dependiente de el tamafic de la cadena
alifatica asociada. Los compuestos con
‘cadenas mas largas activaron a menores
concentraciones, También, al igual que los
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Figura 17, Efecto del acido céprico sobre la ATPasa soluble y la
reconstituida. Las actividades fueron determinadas como en la figura 9, y fueron
normalizadas para facilitar la comparacion. Los valores absolutos correspondientes
al 100% fueron 7.2 ymolas/mg/min para la enzima soluble y 11.1 paralareconstituida.

-cationes, los aniones lipofilicos tuvieron efec-
tos més pronunciados sobre la preparacién
soluble que sobre las membranas completas
o la enzima reconstituida (fig 17).

4 Al Bajar el pH del medio
de reaccion la inhibicién
fue menor.

Uno de los resultados mas interesantes
fue que la inhibicidn inducida por los cationes
hidrofdbicos fue menor cuando se determing
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Figura 18. Efecto del pH en ia Inhibicién inducida por la octil guanidina. La
actividad fue determinada por el método colorimétrico. Las concentraciones de Mg
y NazATP fueron ajustadas para compensar los cambios de ionizacién del ATP a los
diferentes valores de pH.

, y . 5 Relacion con los
en un medio de reaccién de pH bajo (fig 18).
Este resultado abre varias posibilidades que cationes inorganicos.

" “serén analizadas posteriormente.

Dado que se han descrito varios sitios
de regulacion por iones metalicos sobre la
ATPasa, decidimas analizar si la inhibicion
inducida por los cationes lipofiicos era
debida a un efecto de competencia entre los
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Figura 19. Efecto de la guanidina no sustituida sobre la actividad de ATPasa
soluble y unida a membranas. Las actividades fueron determinadas como en la
figura 9, y fueron normalizadas para facilitar la comparacion. Los valores absolutos
correspondientes al 100% fueron 6.2 ymolas/mg/min para la enzima soluble y 1.2

para las membranas.

cationes hidrof6bicos y los iones métalicos.
De ser asi, la inhibicion inducida por los
primeros podria ser modulada por la
concentracién de los ultimos.

Los resutados mostrados en la tabla 4
indicaron que no hubo reversién de la
inhibicién en la presencia de Mg®*, K* o
Na*, La guanidina no sustituida tampoco

revirtié la inhibicidn, e incluso mostrd un.

pequerio efecto inhibitorio sobre la ATPasa

purificada sin lipidos afadidos (Fig 19), que
no se observé en las otras preparaciones.

6 Efecto de diferentes
fosfolipidos en la ATPasa

Vista la importancia de la carga eléctrica
en el efecto de las moléculas anfifiicas sobre
la ATPasa decidimos analizar también ef
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" Figura 20. Papel de la carga eléctrica de los fosfolipidos en la actividad de
la ATPasa. La actividad de la ATPasa purificada fue determinada en un medio
conteniendo 3.1 mg/m! de mezclas de fosfatidil colina con fosfatidil etanolamina (O)
o fosfatidil serina {A) en las proporciones indicadas. Las actividades se midieron por
el método de liberacidn de fosfato radioactivo.

papel de la carga de los fosfolipidos que se
anaden a la ATPasa para recuperar su
maxima actividad. Determinamos la actividad
de la enzima en un medio con 3.1 mg/ml de
fosfolipidos, utilizando diferentes propor-
ciones de fosfatidil serina/fosfatidil colina o
fosfatidil etanolamina/fosfatidil colina. Los

resultados de la figura 20 muestran que al - -
igual que con las otras moléculas es-
tudiadas, los fosfolipidos acidicos indujeron
una mayor actividad de la enzima.
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1 Preparacion utilizada.

Uso de la levadura de panaderia.

Se utiliz6 levadura comercial de
panificadora. La ventaja de esta levadura es
la facilidad de obtenerla en grandes can-
tidades, io que es muy importante parainiciar
una purificacién. La principal desventaja es
que es una mezcla de varias cepas en al-
gunas ocasiones contaminada con bac-
terias. Esto se traduce ocaslonalmente en
dificuitades para reproducir algunos resul-
tados en diferentes lotes de levadura. Sin
embarga en el laboratorio hemos en-
contrado que los resultados reproducibles
con levadura de panaderia son
reproducibles con cepas aisladas.

Purificacién de la ATPasa.

Tres grupos de investigacién han repor-
tado diferentes métodos para la purificacién
delaH ™ -ATPasadelamembrana plasmatica
de S. cerevisiae (Malpartida y Serrano, 1980
y 1981 B; Dufour y cols., 1988 B; y Koland y
Hammes, 1986). Sin embargo, las
preparaciones reportadas presentan en las
electroforesis, ademas de la banda de
~100Kd que corresponde al polipéptido de
la ATPasa, varias bandas de menor peso
molecular. Ademas las actividades
especificas son bajas (14-21 molas mg" min’
! segun Serrano, 1988 B y Dufour y cols.,
1988 B) si se comparan con las obtenidas de
otros  microorganismos (por ejemplo 45

umolas mg“ min’! para la ATPasa de S.
pombe (Dufour y cols., 1988 A)).

En el curso de este trabajo tratamos de
obtener una preparacién mas pura y activa
que las descritas en la literatura. La
preparacién que obtuvimos fue
electroforéticamente similar a las reportadas
anteriormente (fig 8) y las actividades
especificas fueron menores que las repor-
tadas por Malpartida y Serrano (Tabla 2). Sin
embargo el método publicado por ellos ha
sido dificil de reproducir y en una publicacién
mas reciente Serrano (1988) lo ha
modificado para hacerlo muy semejantes al
descrito aquf.

La columna de sefarosa-aminohexil que
utilizamos para tratar de mejorar la
preparacion no incremento los valores de
actividad especifica obtenidos. Sin embargo,
la enzima se unié a la columna y pudo
separarse de ella con KCJ, como sucede con
otras ATPasas (Dreyfus y cols 1984). Con-
sideramos importante mencionar en este
trabajo los resultados obtenidos incluyendo
los intentos faliidos de mejorar la
metodologia de manera que en un futuro sea
posible superar los problemas y obtener una
preparacién comparable a las que se
describen para otros organismos.

La preparacion aqui descrita no es lo
bastante pura para utifizarla en los estudios
sobre cationes metdlicos planteados inicial-
mente, pues estd contaminada con varias
proteinas de bajo peso molecular (fig 8). Sin
embargo, el método fue muy reproducible y



embargo, el método fue muy reproducible y
la enzima obtenida es activay estable, por lo
quela consideramos adecuada para estudiar
los efectos de compuestos amfifilicos. Para
estos estudios lo que se reguiere es una
enzima parcialmente delipidada, de manera
que su actividad se pueda modular
afladiendo fosfolipicios exdgenos.

2 Caracteristicas
necesarias para que una
molécula lipofilica se
comporte como activador o
inhibidor de la H*-ATPasa.

Se han propuesto varios mecanismos
para explicar las interacciones de los sis-
temas de membrana con moléculas
lipofilicas. Entre los primeros trabajos para
abordar este problema en forma general en-
contramos los realizados por Mazzanti y cols
(1986), de Meis y cols, {1988) y Monk y cals.
(1989) que han generado resultados bas-
tante interesantes.

En este trabajo analizamos las
propledades que requiere una molécula
lipofilica para comportarse como un ac-
tivador o como un inhibidor sobre la H*-
ATPasa, y encontramos dos muy
importantes, la hidropatia y la carga eléctrica
de la molécula; encontramos ademas que la
estructura de la molécula no es tan impor-
tante.

2.1 Papel de la hidropatia de fos
compuestos.

La hidropatfa de las moléculas es-
tudiadas afecté la magnitud de los efectos

Discusion 48

observados. Los compuestos mas
hidrofébicos tuvieron mayor actividad a con-
centraciones menores que los méas
hidrofflicos. Esto fue analizado utilizando
compuestos que tienen una regién polar
{déntica, pero cadenas alifaticas de diferen-
tes longitudes (figura 8 A y B). De esta
manera pudimos descartar el papel que
juega la regién polar de! compuesto y con-
centrarnos en el de a regién hidrofébica.

Las diferencias en el peso molecular de
las diferentes cadenas no son suficientes
para explicar los efectos observados, porgue
algunos amino&cidos como la arginina y Ja
histidina que tienen carga eléctrica positivay
pesos maleculares semejantes a los com-
puestos utifizados en los experimentos de la
figura 9, no tuvieron efecto sobre la enzima.

Estos datos confirman lo reportado por
otros grupos que han analizado el efecto de
varias moléculas catidnicas anfiflicas sobre
fa depresidn de la funcién cardiaca (Girke y
cols, 1988}, la fostolipidosis en los pulmones
(Joshi y cols, 1989), la actividad de la acetil-
colinesterasa de eritrocitos (Mazzanti y cals,
1986) y la bomba de calcio de reticulo
sarcoplasmico (Petretski, 1989), En esos es-
tudios las propiedades lipoliticas de las
drogas utilizadas se determinaron mediante
calorimetria diferencial de barrido,
fluorometria, resonancla paramagnética
electrénica y solubilidad en agua y solventes
organicos,

Otros datos que confirman fa importan-
cia de la hidrofobicidad de fos compuestos
son los de la figura 13, donde se observa que
se requieren mayores. concentraciones de
octilguanidina para inhibir a la enzima en
presencia de los solventes orgénicos.



Este efecto fue descrito anteriormente
por de Meis y cols. (1988) y se ha explicado
indicando que, en presencia de un solvente
orgénico, los compuestos hidrofébicos
pueden permanecer en el medio de reaccion
y distribuirse menos hacia las regiones
hidrofébicas de la enzima.

Sin embargo existen otras explicaciones
alternativas como serfan los cambios en la
carga de superficie de las membranas y en
los estados de ionizacién de diferentes
grupos de [a enzima al variarse la constante
dilectrica del medio, y las alteraciones en la
estructura tridimensional de las enzimas in-
ducidas por los solventes (Beharry y Bragg,
1989), que pueden afectar la afinidad de
éstas por los inhibidores. Estas alternativas
son mas importantes si se recuerda que los
solventes per se inhiben a la enzima (fig 14)
lo que indica que de alguna manera estan
alterandola.

2.3 Papel de la carga eléctrica.

La carga eléctrica de los compuestos
tuvo un papel cualitativo.- A concentraclones
moderadas los compuestos con carga
sléctrica positiva fueron inhibidores, los com-
puestos negativos fueron activadores de la
enzima y los neutros tuviercn un efecto inter-
medio. (Fig- 15). Para estos experimentos
utilizamos compuestos con estructura muy
sencilla, de manera que fuera posible descar-
tar interacciones especificas entre alguna
parte de la molécula y fa enzima, y lo mas
relevante en ellos fuera la carga eléctricay el
tamanio de las cadenas alifaticas. Atigual que
las aminas (fig 9B) los &cidos grasos con
cadenas alifiticas mas pequefias tuvieron
menor efecto (dato no mostrado), ¥y que
otros compusstos con estructuras mas com-
plejas, probados en este estudio, se compor-
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taron de acuerdo a este patron (figuras 9A,
16y 17).

2.4 Papel de la estructura de la
regién polar

La estructura de la region polar de los
compuestos madificd el efecto observado
aunque en forma menos notoria que la
hidropatia. Por ejemplo las guanidinas fueron
mas potentes que las aminas primarias con
la misma cadena alifitica, teniendo ambos
compuestos carga eléctrica positiva.

Se observé que las guanidinas son mas
solubles mientras que las aminas tienden a
precipitarse aunque utilicemos como solven-
tes etanol, dimetil formamida o dimetil sul-
foxido o diferentes mezclas de estos y agua.
Por lo que el menor efecto observado aligual
que el comportamiento no lineal en las
graficas de Dixon (Fig. 10) podrian deberse
alas diferencias de solubilidad. Se requieren
estudios mas completos para saber sies esa
la explicacién de los resultados observados.

3 Posibles interacciones
entre las moléculas
lipofilicas y la H* ATPasa.

Las diferentes posibilidades con-
templadas en este trabajo para explicar fos
efectos de las moléculas anfifilicas sobre la
H*ATPasa se encuentran esquematizadas
en la figura 21, y serédn explicadas a
continuacién. Es importante mencionar que
es posible que ninguna de las hipdtesis
propuestas en este trabajo sea suficiente
para explicar todos los fenémenos obser-
vados. El mecanismo operante en ese caso
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Figura 21. Posibles interacciones entre las moléculas antifilicas y ia ATPasa.

- A.Competencia con los sitios de regulacidn para cationes inorganicos.
B.Bloqueo de los sitios de transparte.
C.Bloqueo del sitio activo.
D.Alteracitn de fas interacciones proteina fosfolipido.

" E.Interacciones multiples e inespecificas.

podria ser una mezcla de varias de ellas, e

inclusive de otras no mencionadas aqul. La actividad de hidrdlisis do la ATPasa

estd maodulada varios caztiones metaficos.
Los principales son el Mg“™ tibre que es un
3.1 Competencia con los cationes activador esencia! a bajas concentraciones (
inorgénicos. {500:M) y un inhibidor pseudocompetitivo a
concentraciones mayores (Ahlers, 1981) y
los cationes monovalentes que incrementan



la actividad de la enzima (Olivera, 1986).
Dado que los compusstos inhibidores fueron
de naturaleza catidnica, seria posible que los
cationes lipofilicos inhibieran a fa enzima
desplazando los cationes metdlicos de sus
sitios regulatorios (fig 21A). Esta alternativa
quedd practicamente descartada al no ob-
servarse ninguna interaccin cinética entre
las moléculas lipofilicas y los cationes
inorganicos.

3.2 Competencia con el protén por
el sitio de transporte.

Otra explicacién podria ser que los com-
puestos catiénicos blogueen el sitio donde
se unen los protones para ser transportados
por la enzima a través de la membrana (fig
218). En este caso los compuestos mas
lipofiicos deben tener mas problemas para
atravesar el canal hidrofllico de la enzima, lo
cual explicarfa el patrdn de inhibicion obser-
vado al utilizar compuestos con cadenas
aliféticas de diferentes tamarios (fig 9). Esta
posibilidad fue propuesta inicialmente por
Peria (1973 y 1975) para explicar la inhibicion
competitiva que ejercen las guanidinas sobre
el transporte de potasio en las levaduras.

Undato que apoya esta hipdtesis es que
la ATPasa mostré menor afinidad por la octil-
guanidina cuando se determind la inhibicién
a bajo pH (fig 18). Esto fue un poco in-
esperado, porque no se habfa observado
ninguna interaccién cinética de las drogas
hidrofdbicas con otros cationes inorganicos
(Tabla 4). Mas atin, los resultados sugieren
que el sitio de accidn de estas drogas debe
estar embebido en un ambiente hidrofébico
y por lo tanto, no deberfa ser accesible a los
protones.
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De cualquier forma, es importante tomar
con cautela este resultado porque los cam-
bios en el pH también modifican los estados
de ionizacién de muchos ofros sitios de la
enzima y de otras moléculas presentes. Esta
hipétesis seria mas facil de comprobar
utilizando una enzima que transporte otros
iones, como las ATPasas de calcio o de
sodio-potasio.

3.3 Bloqueo del sitio activo.

La posibiidad de que las moléculas
hidrofébicas inhiban a las ATPasas blo-
queando el sitio activo (fig 21 C) fue propues-
ta por de Meis y cols (1988), basado en el
hecho de que el sitio active de estas enzimas
debe tener propiedades hidrofdbicas
durante algunos pasos del ciclo catalitico.
Ademés el sitio activo de las ATPasas tipo P
tiene un aspértico lo que le confiere una
naturaleza anidnica.

Recientemente se ha propuesto un
mecanismo de este tipo para explicar la
inhiblcidn de la acetilcolinesterasa de
eritrocitos por drogas anfifilicas, basandose
en evidencias cinéticas y en el hecho de que
estas drogan afectan la actividad de la en-
2ima a concentraciones a las que no se altera
el estado fisico del ambiente lipidico (Spinedi
y cols, 1989).

Los resultados enfavor de esta hipétesis
son: la mayor - inhibicidn inducida por los
compuestos mas hidrofobicos comparados
con los hidrofilicos, fa menor inhibicion ob-
servada en presencia de solventes orgénicos
y las diferencias encontradas entre los com-
puestos catiénicos y los neutros, que indican
la naturaleza hidrofdbica y anidnica de los
sitios donde las drogas interactuaron con la
enzima. Los resultados en contra son lafalta



de competencia entre las drogas lipoflicas y
el complejo Mg-ATP o el fosfato inorgénico,
que Indican que las moléculas hidrofébicas
no interactUan con el sitio activo delaenzima,

3.4 Interaccidn con multiples sitios
inespecificos.

Otra posibilidad es que los compuestos
interacten con un niimero muy grande de
sitios inespecificos de la enzima ines-
tabilizando su estructura tridimensional.
Estos sitios pueden ademas tener diferentes
afinidades.

Estaldea fue propuesta por Adade y cols
{(1987) para explicar el efecto de Ia tetracaina
{un anestésico local) scbre la FjATPasa de
mitocondria, donde se sabe que al menos 60
moléculas del anestésico se unen por
molécula de ATPasa, y se ha encontrado que
la inhibicién de la enzima es proporcional a
la fraccidn de sitios de unidn que estén
acupados por la tetracaina. Para el caso de
los cationes fipofilicos utilizados en nuestro
estudio no se ha hecho ningun estudio para
determinar la estequiometria de las interac-
ciones con las ATPasas, ese estudio serfa
muy importante para entender el mecanismo
de accidn de estos compuestos.

Esta hipdtesis podria explicar las com-
plejas cindticas de inhibicion (fig 10) que
aunque se han descrito anteriormente (Barzu
y cals, 1987}, no han sido explicadas. Las
cinéticas complejas también podrian ex-
plicarse como artificios debidos a problemas
de solubilidad de los compuestos y a
problemas para controlar la concentracion
de los mismos en presencia de varias fases
(agua, lipido y protelna) hacia las cuales
pudieran tener diferentes coeficientes de
particion.
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3.5 Alteracion de las interacciones
proteina-fosfolipidos.

La ultima posibilidad contemplada en
este estudio -que nos parece la més factible-
es que los compuestos lipofilicos inhiban a la
ATPasa alterando las interacciones entre la
enzima y los lipidos de fa membrana {fig
21D). Estas interacciones se pueden
clasificar en dos tipos: el primero es el efecto
de las propiedades basicas de las
membranas como fluidez y carga de super-
ficie sabre fa actividad de las proteinas; el
segundo son los efectos especificos de al-
gunos fosfolipidos sobre las enzimas. Los
compuestos utilizados en este estudio
podrian alterar ambos tipos deinteracciones.

Los efectos de Ias propiedades basicas
se han analizado en ‘experimentos de
reconstitucién donde las enzimas se incor-
poran en liposomas a los que se varfa la
proporcidn de lipidos acldos, neutros y
basicos modificando la carga eléctrica de la
membrana; o la longitud y grado de
saturacion de los cidos grasos, con lo que
se modifica la fluidez (Eytan y Broza, 1978,
Ottolenghi, 1979, Carafoli, 1984, Serrano y
cols, 1988, Rajan y cols, 1983, Rossly Rega,
1989). Estos estudios han demostrado que
diferentes enzimas pueden tener muy
variados requerimientos en cuanto ala carga
eléctrica y fluidez de las membranas,

Otro enfoque para estudiar estos efec-
tos ha sido utilizar microorganismos con
mutaciones que les impiden sintetizar acidos
grasos o las bases de los fosfolipidos, de
manera que variando el tipo y concentracion
de eslos compuestos en el medio de cultivo
se puede variar la composicion de las
membranas. Estos estudios han
demostrado que el transporte de azucares y



“aminoacidos y la actividad de muchas en-
zimas se ven alterados al variar la
composicion lipidica (Trivedi y cols, 1982).

Los etectos especiticos de los
fostolipidos se han estudiado afadiendo
estos en sistemas delipidados o bien con
resonancia de espin. Como ejemplo de estas
interacciones pademos citar €l control que
ejerce el 1,2-diacilglicerol sobre la proteina
cinasa C (Downes y Michell, 1885), fas inter-
acciones de algunos fosfolipidos con la
ATPasa de calcio de reticulo (Marsh, 1987)y
los efectos de inositol monofosfato (Memon
y cals, 1989) y algunos esteroles {(Sandstrom
y Cleland, 1989) sobre las ATPasas de plan-
tas.

Los datos enfavor de esta hipdtesis son:

Primero, el que los compuestos mas
hidrofébicos tuvieron mayores efectas sobre
la enzima (fig 9), lo cual apoya esta hipdtesis
dada la naturaleza hidrofébica de las interac-
ciones enzima membrana.

Segundo, 6! patrén observado con
respacto ala carga eléctrica de los compues-
tos anfifilicos, que caincide con los re-
querimientos de lfpidos mostrados por fa
ATPasa, ya que para obtener una actividad
especifica mas alta es conveniente agregar
fosfolipidos acidicos a los amortiguadares
utilizadas en el procedimiento de purificacion
(Serrano, 1988 vy Koland y Hammes, 19886).
Ademés nasotros encontramos que la en-
zima delipidada funciond con mayor
velocidad cuando se afiadieron fosfalipidos
acidicos al medio de reaccion que cuando se
afadieron tosfolipidos zwitterionicos (fig 20).

Y tercero, ef menor efecto que estos
compuestos ejercieron sobre las
membrranas intactas o sobre fa ATPasa
reconstituida al comparario con los ejercidos
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sobre la enzima soluble (figs 11y 17). Enlos
primeros casos los lipidos asociados a la
enzima pueden ejercer un efecto de com-
petencia, mientras que en la enzima soluble
los sitios de unién de los fosfolipidos estaran
més expuestas.

En contra de esta hipdtesis ef (nico dato
que hemos encontrado es que la F1ATPasa
de mitocondria siendo una enzima que no
interactia directamente con la membrana
tambien se inhibe con las alguilguanidinas
(Tuena y cols, 1977 A y B) y otros alquil
cationes (Barzu y cols, 1989).

4. Perspectivas.

4.1 Sobre la purificacion.

Hemos presentado algunas alternativas
8 los métodos de purificacion descritos
anteriormente. Entre ellas consideramos que
seria interesante estudiar las que ofrecen el
uso de la columna de sefadex G-400 para
sustituir el gradiente de glicerol que consume
mucho tiempo, y la columna de sefarosa
hexilamina utifizando la cual consideramos
posible obtener una preparacién de la
ATPasa libre de fas proteinas de bajo peso
molecular que contaminan las descritas
hasta ahora.

4.2 Sobre las interacciones de los
compuestos antifilicos con la
ATPasa.

Este es un campo qus ofrece muchas
posibilidades, entre ellas estan:

Ei andlisis de la estequiometria de la
interaccion entre la enzima y los compuestos
lipofiticos. Para estudiar esta existe el
problema de que se debe tomar en cuenta ia



unién de los compuestos a los fosfolipidos
que tiene ia enzima, de cualquier manera su
estudio es muy importante para comprender
los mecanismos moleculares de la inhibicién
de la ATPasa.

Estudiar en forma directa la interaccién
enzima-inhibidor. Esto se puede hacer
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utilizando inhibidores y fosfolipidos a los que
se les hayan unido marcadores para
resonancia paramagnetica o para fluores-
cencia.
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1.La preparacién de la H*-ATPasa de la
membrana plasmética de la levadura S.
cerevisiae de que, disponemos actual-
mente es comparable con las descritas en
la literatura, )

2.El efecto de los compuestos anfiflicos
sobre la ATPasa dependen de la carga
eléctrica de la region polar. Los compues-
tos anidnicos activan a la enzima; los
catidnicos la inhiben y los neutros tienen
un efecto intermedio.

3.Los compuestos mas hidrofébicos -tanto
aniénicos como catiénicos- tienen
mayores efectos y a concentraciones més
bajas que los més hidrofilicos.

4 La estructura de las regiones polares tiene
un efecto menos importante que la
hidropatia y fa carga eléctrica.

§.EI modelo mas aceptable para explicar los

efectos de los compuestos antfiflicos
sobre la ATPasa es una alteracién de las
interacciénes de la enzima con los lipidos
de la membrana. Otra posibilidad es que
exista una interaccién entre los compues-
tos y el sitio activo de la enzima o el sitio
de unién del catién transportado.

6.Probablemente ninguno de los modelos

mencionados sea suficiente para explicar

todos los fendmenos refacionados conlas.
interacciones entre las moléculas

anfifiicas y las enzimas de membrana que

se handescrito. En ese caso la explicacion

podria ser que varios de estos mecanis-

mos ocurran simultaneamente.
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