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RESUMEN

El presente trabajo muestra la presencia de dos PPiasas Inorgdnicas distintasen la
cianohacteria Sglruliﬁa maxima, capaces de hidrolizar selectivamente PPit una PPiasa
citopldsmica y una membranal. La PPiasa citoplismica hidroliza preferentemente el
complejo Mg-PPi, mientras gue la PPiaga membranal hidroliza al complejo Zn-PPi, a sus
pH dptimos respectivos. Las enzimas muestran perfiles de pH, activacién por cationes
divalentes y comportamiente frente a inhibidores, muy diferentes, No se observé
estimulacién de l1a actividad de la PPiasa membranal con el desacoplante CCCP, La
actividad hidrolitica de la PPinsa membranal solubilizada con Triton X-100 se estimula con
fosfolipidos, mientras que la PPiasa citopldsmica se inhibe. Se purificé parcialmente la
PPiasa citopldsmica por precipitacidn salina y dos cromatografias de intercambio anidnico
diferentes, que permite legar hasta 54 veces de purificacién. En geles nativos revelados
por actividad, la PPlasa citopldsmica migra a mayor distancia que la membranal,
posiblemente debido a que contiene un nimero mayor de aminodcidos polares.

Se ha propuesto a la PPiasa membranal como modelo dei primer canal translocador
de protones a través de la membrana; por otro ludo, el pirofosfato s una molécula que pudo
haber participado en las primeras transducciones encrgéticas y como agente condesante
en la tierra primitiva. Las ciancbacterins aparecieron en la tierra hace 3.5 x 10° atios, pero
a pesar de no ser descendientes directas de Jas primeras células, son un buen modelo de
organismos {provenicntes de un linaje realmente antiguo) donde buscar PPiasas con el fin

de determinar la antigiiedad de dicha enzima.
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CAPITULO I
INTRODUCCION
1.0 Generalidndes

1.1 Biologia de las cianobacterins

Las bacterias fotosintéticas aerobias se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas

morfoldgicas (Castenholz y Waterbury, 1887), principalmente :

Grupa 1 Cyanobacteria
Orden Oscillatoriales
Chroococales

Pleurocapsales

Stigonematales

Nostocales
Grupo 11 Prochlorales

Las cianobacterias poseen una pared celular Gram-negativa de 1 a 10 nm de espesor
y excepcionalmente de 200 om, La pn;*ed estd poerforada coa orificios en arreglo anular,
longitudinal o de un poro tnico. Tanto la membrana externa como la membrana
citopldsmica poseen una gran cantidad de carotenoides. A]redt;dor de la envoltura celular
se encuentra un mucilage formado por microfibrillas de polisacdiridos y proteinas,
constituyendo una vaina. Algunas cianobacterias acumulan en el mucilage pigmentos
rojos, amarillos y azules de composicién desconocida, probablemente para protegerse de
la luz ultravioleta (Rambler y col., 1977; Muchlstein y Castenholz, 1983),

La mayoria de las cianobacterias se dividen por fisidn binaria, produciendo
poblaciones unicelulares (cuando carecen de vaina) o "pluricclulares’ cuando poseen vaina.
En este caso, las células hijas permanecen unidas formando tricomas que se fragmentan y
ramifican.

A pesar de que no se han encontrado ﬂagc.;los en cianobacteria, éstas se mueven en
forma deslizante. El mecanismo atin no es claro pero es similar al givo de un tornillo.

La caracteristica distintiva de las cianobacterius, con respecto al resto de las

cubacterias fotosintéticns, es ln composicién, arreglo y disposicién del aparato fotosintético.
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En la mayorin de las especies, ¢ste se encuenira en las membranas tilacoidales,
aparcatemente independientes de la membrana citopldsmica y que se encuentran
dispuestas en forma concéntrica y e;plml alrededor del centro del citoplasma (figura 1).
Las membranas tilncoidales cstdn formadas por 2 membranas de 70 A de grosor, separadas
porun espacio de 3 a5 nm. Se¢ denominaron membranas tilacoides por su similitud con los
tilacoides contenidos en los cloroplastos de las plantas. Sobre la membrana tilaccide se
encuentran los complejos cosechadores de luz dispuestos en hileras ordenadas y a ambos

jados de la membrana, llamados ficobilisomas. El género Gleobacter es la excepcidn: carece

de tilacoides y posee unas estructuras cilfndricas parecidas a ficobilisomas en posicién
perpendiculares a la membrana citoplismica (Guglielmi y col,, 1981).

Las ciancbacterias contiencn cuerpos de inclusién: a) grdnulos de glucégeno: son
ovoides o elongados y generalmente se encuent_mn entre los tilacoides; b) grdnuios de
cianoficina: son p(_)lfm(_:roé de arginina y dcido aspdrtico; ¢) carboxisomas: contienen a la
enzima ribulosa bisfosfato carboxilasa (RuBisCO) y posiblemente son un reservorio de
dicha enzima o el sitio de fijacién de CO,; d) grdnulos de polifosfato; e) vacuolas de gas: son
vesiculas Impermeables al agua, de 2 nm de groser y compuestas por proteinas.

La regién ceatral del citoplasma contiene los ribogomas y el genoma circular
eubacteriano. El genoma cianobacterinno tiene un peso molecular entre 1.6 y 8.6 x 10° Da,

Dentro de las coloaias de cianobacterias pueden encontrarse células especializadas:
los heterocistos, los acinetos y Ins hormogonias. Los drdenes Nostocales y Stigonematales
presentan heterocistos, que son células especializadas en fijar N,, impermaables al 0,. Son
células bacterianas que pierden las membranas tilacoidales, los grdnules de cianoficina y
los ficobilisomas, retienen solamente la actividad del fotosistema ], principalmente la
actividad de fotofosforilacién. Los heterccistos se mantienen metabdlicamente con
carbohidratos y/o dcidos orgdnicos provenientes de las células vegetativas a travis de poros

comunicantes; ¥ ellos exportan el N, fijado en forma orgdnica (Stewart, 1980},
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Los acinetos sdlo so encuentran el el orden Nostocales. Soan "esporas latentes”
producidas en condiciones donde ¢l N, escasea. Poscen una pared celular gruesa, contienen
_ciancficina, glucégeno, lipidas, carotencides y una alta concentracién de RNA. Caruacen de
polifosfatos y son células resistentes a la desecacidn, congelacidn y al almacenamicnto en
sedimentos anaerobios, y.al parecer no requicren de un periodo de reposo antes de
germinar,

Las hormogonias son hileras de células sin valoa, fragmentadas y mdviles. Su
funcién podria ser de propigulo.

Las cianobacterias son los principales organismos plancténicos, probablemente
debido a la capacidad de regular su flotacidén por medio de las vesiculas de gas; y de los
tapetes microbianos (McNamara, 1989). En lagos eutréficos son capaces de fijar N, cuando
éste cscasea en forma orgénica, y pueden ultilizar bajas intensidades luminosas, Parte de
su éxito se debe a que excretan sustancins tales como hidroxamatos y siderocromos, capaces
de inhibir el crecimiento de otros organismos y do captar Fe en lagoe donde este metal es
un factor limitante para el crecimiento, respectivamente. Las poblaciones de
cianobacterias son controladas por clandfagos especificos, por mixobacterias Iiticas y por
hongus scudticos.

No existe temperatura dptima para ef cultivo de las cianobacterias, ya que pueden
vivir desde temperaturas de congelamiento hasta 74°C, en lagunas costeras, en zonas
intermareales y en zonas dridas, También pueden vivir en altas concentraciones salinas
y tolerar H,S, que llegan a consumir, Forman relaciones simbidticas con hongos, algas y
plantas superiores {(con cicadzs, por ejemplo}, participande como "cloroplastos” o fijande

N, (Casfenholz y Waterbury, 1987),
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Antigiledad de las cianobacterias.

8 muy probable que los primeros organismos que produjeron oxigeno y cambiaron
la composicidn atmosférica, fucron las cianobacterias, antes Ilamad;l algas verde-azules.
Dominaron el paisaje durante el Arqueano, en el Proterozoico. El fin de su auge se debe,

muy probablemente, al éxito de las algas eucariéticas y plantas que las sucedieron.

Sus restos {ésiles se encrentran en los sigulentes depdésitos:

Polo Norte, Australia - 3.5 x10" ailos
FigTree, Suddfrica 3.1 x 10" aios
Bulawayan, Rhodesia 3.0-2.8 x 10* aiios
Guntflint, Canadd . 2,5-1,7 x 10* afios
Bitter Springs, N_orte de Australia 0,82 x 10* afios

Dichos restos forman parte de los estromatolitos que contienen fésiles unicelulares
y coloniales, mezclados con lodo, arcilla y restos o‘rgén_icoi.

Las cianobacterias trascendieron en 1a historia de la vida por el producto de desecho
de su nueva forma de fotosintetizar; el oxigeno, La gran aportacién de la fotosintesis oxido-
reductora oxigénica es Ia integracién a la cadena fotosintética de un nuevo centro de
reaccidn (P6B0, ver mas adelante), capaz de absorber iuz con alto contenido energético
{menor longitud de onda) y equipado con un complejo enzimdtico que rompe la molécula
mds abundante en ¢l planeta: el agua (Fogg y col., 1973; Margulis, 1982).

Las cianobacterias forman una unidad filogenética coherente que sélo contiene
organismos fotosintéticos que utilizan clorefila a, excepto Prachloron que también contiene
clorofila b. El anilisis de la secuencia de nucleétidos del 168 rRNA permite establecer que
las cianobacterias son un grupo.de eubacterias con uca baja tasa de sustitucién de
nucledtidos en la secuencia del 165 rRNA a lo largo de la evolucidn de dichas eubacterias,
ubicdndelas en la base de la rama de las eubacterias (fig. 2) (Woese, 1987; Woese y col,,

1990).



Descripeidn del género Spirulina Tucpin 1829

Spirulina es una ciancbacteria filamentosa no-heterocfstica que se divide
exclusivamente por fisién binaria en un plano. Crece en forina de hélice muy enrollada y
carece de vaina. La cadena de células puede llegar a medir hasta 5 pm. Su coloracién es
variable: desde azul-verdoso hnsta rojo. Habita en aguas dulces, marinas y salobres, lagos
salinos y aguas termales (50°C). Es un género preferentemente acuidtico y no se conoce
ninguna especie que establezca relaciones endo- o exosimbidticas (Castenholz y Waterbury,

1989),

1.2 La fotosintesis oxigénica éxido-reductora

Todas las cadenas tréficas inician con la captura de !a energia solar a través del
proceso de la fotosintesis éxido-reductora. La ecuacidn general de este proceso fue
propuesta por Van Niel (1935):

luz
HA + COp — (CH,0) + A

donde A es el donador de hidrégeno y (CH,0) representa carbohidrato. En el caso de Ia
fotosintesis dxido-reductora anaerobia (eubacterias purpuras y verdes) H;A puede ser H,S,
8,0;, B, o dcidos orgdnicos. En Ia fotosintesis dxido-reductora aerobia (cloroplastos y
eubacterias folosintéticas oxigénicas) H,A es H,0 (Cramer y Knaff, 1991).

Existe otro tipe de fotosintesis: la fotosintesis no-oxidoreductora, que sélo la
presentan las arqueobacterias haléfilas de la especie Halobacterium halobium (Qesterhelt
y Stoeckenius, 1973). El proceso lo lleva a cabo la proteina membranal bacteriorrodopsina,
que posee un grupo prostético unido covalentemente: el retinal. Esta molécula cambia de
conformacién y de protonacién del tipo base de Schift al absorber luz. Dicho cambio de
protonacién permite protonat y desprotonar residuos vecinos y lograr bombear un protén

desde ¢l interior hasta el exterior de la ¢élula. El bombeo genera un ApH que consume la
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Figura 2 Arbol filogenético mostrando los tres linages celulares.

El orden de ramificacién y la longitud de cada rama so basan ¢h la comparacidn de

rl

secuencias de rRNA. Bacterin: 1, termotogales; 2,1as flavobacterias y bacteriasrel

3, cianobacterias; 4, bacterias pirpuras; 5, bacterias Gram-positivas; y 6, bacterias verdes

no-sulfurosas. Archea: el Reino Crenarchaeota: 7, Pyrodictium; y 8, Thermoproteus; y el

+

Reino Euryarchaeota: 9, termococales; 10, meta | 11, meta iales; 12,

metanomicrobiales; y haldfilas extremas. Eukarya: 14, animales; 15, cilindos; 16, plantas

verdes; 17, hongos; 18, flagelados; y 19, microsporidia. (Tomado de Woese y col., 1890)



ATPsintasa para producir ATP en condiciones do baja concentracién de O,,

Los componentes de la fotosintesis oxigénica son: el fotosistema 11, formado por los
complejos antena:-un centro de reaccidn P680 y un complejo productor de Oy y el
fotosistema I, formado por complcjos antena y un centro de reacciém P700. Entre el
fotosistema I y el II existe una cadena transportadora de electrones formads por una poza
de quinonas, el citocromo bf y plastocianina, capaz de generar un ApH al transferirse los
electones desde P680 hacia P700. Al exitarse el P700 los electrones fluyen a través de dos
aceptores, de la proteina fierro-azufre, de la ferredoxina, hasta la ferredoxina.
NADP°reductasa para producir NADPH y un ApH favorable para la sintesis de ATP (fig. 1)
(Cramer y Knaff, 1991)

En las cianobacterins y algas rojas, los complejos captadores de luz son los

" ficobillsomas, encargados de dirigir la energia de exitacién absorbida hacia los centros de
F'eac_::idi:. El ficobilisoma estd formado por los complejos pigmento-proteina llamados
ficabiliproteinns. Dichos complejos se distinguen por el color de los grupos prostéticos
(bilinas) unidos a ellos: ficocianobilina {(azul), ficoeritrobilina (rojo), ficobiliviolina
(purpura) y ficourobilina (café). Los complejos pigmento-protoina son: aleficocianica,
ficocianina, ficoeritrina, ficceritrocianinn, diferenciables por el nimero y tipo de bilinas
unidos a ellos (Glazer, 1989),

El ficobilisoma pesa entre 7 x 10* a 15 x 10° Da y tiene un arreglo triangular: el
centro estd formado por un trimero de aloficocianina y 8 cilindros formados por ficocianina
y ficoeritrina. La transferencia de energia fluye desde los extremos distales de los cilindros
hacia el centro del trimero y de éste hacia el centro de reaccidn P680 integral de membrana

{Glazer, 1989).



1.3 Estructura del pirofosfato y su participacidén en vias metabdlicas

La estructura pirofosfato se encuentra como producto en algunas vias metabdlicas:

Lo on

A= AMP, GMP, CMP, TMP, UMP y oiros iigandos, o -OH ea PPi

El compuesto mis sencillo que posee esta estructura es el pirofosfato inorgdnico,
PPi. Gran parte de las vias en que participa son reversibles y la hidrélisis de PPi puede
dirigir la reaccién ¢n sentido de la sintesis. Dicha hidrélisis la lleva a cabo la enzima
pirofosfatasa inorgdnica.

En auseucia de cationes divalentes, la energia libre de hidrélisis de PPi es cercana
a la del enlace gamma del ATP (AG” = - 8.0 kcal/mol), pero en presencia de Mg™ el AG”
aumenta (- 4.0 kcal/mol), haciéndose menos negativo debido a que la estabilidad y la
constante de afinidad del complejo Mg-PPi es mucho mayor que las del producto Mg-Pi.

El PPi participa en reacciones hidrol(ticas y sintéticas en algunas de la vias
melabolicns mds importantes; en el metabolismo de lipidos por la acetilCoA sintasa; la
activacién de aminodcidos por la aminoaciltRNA sintasa; en la sintesis de DNA por la
accién de la DNA polimerasa; en la sintesis de RNA por Ja RNA polimerasa y en la sfatesis
de nucledsido-difosfatados por la glucosil-1-P-nucleotidiltransferasa (Baltscheffsky y Nyrén,
1984),

E! PPi inorgdnico puede participar como donador de Pi 0 como donador de energia.
Las enzimag que utilizan PPi como donador de Pi son: PPi-fosfofructodicinasa y la piruvato
fosfatodicinasa. Como donador de energin participa en las reacciones catalizadas porla
ATP-sulfurilasa, por la acetato PPi-fosfotransferasa, por la acetato cinasa, por la acetil CoA
sintasa y la PPi-serina-fosfotransferasas (Baltscheffsky y Nyrén, 1984).

En bacterins fotosintéticas anaerdbicas se ha demostrado la formacién de PPi a
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apartir de Pi inorgdnico. Dicha sintesis es dependiente de luz, de ApH y Ay y la ileva a cabo
una PPiasa membranal (Baltscheffsky y col., 1888; Guillory y Fisher, 1972; Nyrén y col., 1986;

Strid y col.,, 1987; Nore y col.,, 1990}, En Rhodospirillum rubrum sc puede acoplar la

hidrélisis de PPi a varias reacciones dependientes de energia: transporte de electrones en
reversa, corrimiento electrocrémico del caroteno, transhidrogenaciones, reduccién de NAD®
y sintesis de ATP (Keister y Minton, 1971; Dutton y Baltscheffsky, 1972; Baltscheffsky y
Nyrén, 1984).

1.4 Las pirofosfatasas inorgdnicas

Existen dos tipos de pirofosfatasas inorgdnicas (pirofosfato hid.rolnsas: E.C.3.8.1.1.)
citopldsmicas y membranales. Ambas onzimas hidrolizan, preferentemente, el complejo Mg-
PPi. Los PPiasas citopldsmicas son enzimas ubicuas en la Naturaleza, Su funcién es
hidrolizar PPi desplazando el equilibrio de reacciones en sentido de la bio_nint‘euil de
moléculas (Tabla I} liberando calor.

La primera PPiasa membranal reportada fue la de R. rubrum (Baltscheffsky y von

Stedingk, 1966). Después se encontrd en algunas otras bacterins fotosintéticas anaerdbicas:

Rhodobacter viridis y Rhodobacter blastica (Nore y col., 1980). El sitio activo do la PPiasa

membranal se encuentra en la misma direccidn que la poreidn F, de lag F-ATPasas/sintasas,
Existen reportes de PPiasa membranal en cucariontes: mitocondria y vacuola (ver
referencias de la Tabla I). Tanto la hidrdlisis como la sintesis de PPi involucra la
translocacién de H*; sin embargo, hasta la fecha no se reportado la sintesis de PPi por las
PPiasasvacuolares. Es posible estudiar el mecanismo de la enzima por medio de reaccicnes
parciales como el recambio Pi-PPi, que es una reaccién parcial tanto de 1a sintesis como de
la hidrélisis {Celis y col.,1985; Celis y Romero, 1987).

Recientemente se reporté una PPiasa asociada a la membrana citopldsmica de la

arqueobacteria Sulfolobus acidecaldarius (Meyer y Schiifer, 1992). No transloca H’, su sitio
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activo se encuentra orientado hacia el exterior de la célula y su principal funcién parece

ser la hidrdlisis de un sustrato del ciclo de poliisopreno dolicol. Los autores no demuestran
que se trate de una pirofosfatasa inorgdnica ni elpeci-ﬁcan si se trata de una proteina
anfiprética o integral de membrana.

Reclientemente, Sarafian v col. (1891) clonaron y sequenciaron ia PPiasa de la
membrana vacuolar de Arabidopsis thaliana, y alincaron la sequencia de aminodcidos del
sitio de unién de Mg-PPi de dicha enzima contra otras PPiasas, tanto membranalos como

citoplésmicas. Observaron que las PPinsas de brana v! larno rten similitud

1

en la sequencia do aminodcidos con las PPiasas citopldsmicas, lo que significa que dichas
enzimas pertenecen a dos familias de proteinas que divergieron en épocas muy tempranas
en la evolucién da‘lns primeras células, es decir, son proteinas filogenéticamente distantes.

Las PPiasas citopldsmicas se dividen en dos: las de tipo eubacteriano, representado
por homotetrdmeros y homohoxdmeros E:on'subunldades de 19 a 21 kDa; y Jas de tipo
eucaridtico, representado por homodimeros con subunidades de 32-35 kDa (Wakagi y col.,
1892). Las PPiasas arqueobacterianas son similares, al menos estructuralmente, al tipo
eubacteriano {Tabla I).

Dado los pocos reportes de PPiasns de membrana vacuolar, asf como de PPiasas
membranales cubacterianas, no se han determinado relaciones filogenéticas cntre ellas, sin
embargo es claro que, con respecto al funcionamiento y en experimentos de reaccidén
cruzada con anticuerpos monoclonales, no estdn relacionadas con las PPiasas citopldsmicas

(Nore y col,, 1981; Cooperman y col,, 1992).



Tabla I Algunas pirofosfatasas inorgdnicas
A, Pirofosfatasas citopldsmicas
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EURACTERIA PM S.U.; PM Referencia
Rhodospirillum

rubrum 90 nd, Klemme y Guest, 1971
Rhodobacter

palustris 65 2; 32 Schwarm y col, 1986
Rhodobacter

gelatinosa 100 o.d. Klemme y col,, 1971
Rhodobacter

capsulata 60 n.d. Klemme y col.,, 1871
Rhodobacter

spheroides a0 n.d, Klemme y col., 1971
Escherichia

coli 118 8; 20 Wong y col,, 1970
Desulfovibrio

vulgaris 39 1 Liu y Gall, 1950
Bacilius )

stearothermophilus 54 3; 18 Hachimori y col,, 1979
P§3 54 J; 18 Huchimorl y col., 1979
Thiobacillus thicoxidans 88 4; 20 Tominaga y Mori, 1977
ARQUEOBACTERIA

Thermoplasma

acidophilum 110 6; 205 Richter y Schiifer, 1992
Thermus aquaticus 84 4; »20 Verhoeven y col,, 1988
Thermus

flavus 70K 28 4; 24 Kasho y Avaeva, 1984
Sulfolobus

acidocnldarius BO 4; 21 Wakagi y col., 1992
EUCARIONTES

Rata, higado 60-70 2; 35-38 Smirnova y col., 1988
Saccharomyces

cerevisiae 64 2;32 Cohen y col,, 1978
Bovino, retina 72 2;38 Yang y Wensel, 1992
Kluyveromyces lactis -39 n.d. Stark y Milner, 1988
Arabidopsis thaliana 29.7 nd. Keiber y Signer, 1981
Saccharomyces pombe 32.4 n.d, Kawasaki y col., 1990
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Tabla 1 (continuacién)

B, Pirofosfatasas membranales

EUBACTERIA PM S.U; PM Referencia

Rhodospirilum

rubrum 58 n.d. Nyrén y col,, 1891

EUCARIONTES

Arabidopsis

thaliana (vacuola} gg.s- 1 Sarafian y col,, 1992

Mitocondria B 28, 30 '

corazdn 11185 a 28, B 30, v 40, & 60 Volk y col., 1983

Mitocondria higado 60 2; 28-35 Volk y Baykov, 1984

Beta vulgaris 87 1 Sarafian y Poole,

{vacuola 1989; fBritten y col,,
1989

Vigna radiata 3 1 Maeshima y Yoshida,

{vacuola) 1988

Acatabularia

acetabulum

(vacugla) 73 n.d, Ikeda y col., 1991

il peso molecular en KJay &.U.! subunidades; n.d. no delerminado.

1.5 Evolucién de los sistemas transductores de energia.

Las vias metabdlicas de los organismos constituyen una inmensa red de reacciones
quimicas que permiten extraer cnergia del medio ambiente para sintetizar las
macromoléculas necesarias para perpetuar !a vida. Esta compleja red estd finamente
reguinda durante el desarrollo de los organismos. A pesar de que las vias metabdlicas estén
formadas por un sin fin de reacciones, éstas pertenccen sélo a los siguientes tipos:

hidrataciones, deshidrataciones, oxido-reducciones, adici ,  sustituel e

isomerizaciones.
La energfa libre de una reaccién dependec de la naturaleza de los reactantes y de su
concentracién:
AG = AG® + RTIn [CIIDMAJ[B]

Para que una reaccién ocurta espontineamente, la energia libre total debe ser
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negativa, la constante de equilibrio de la reaccién debe ser mayor de 1, es decir, el
equilibrio debe estar desplazado hacia los productos:

A+B~—>C+D
Cuando una reaccién no ocurre espontdnecamente, se puede acoplar a otra cuyo AG
sea menor, de tal manera que el cambio total en energfa libre de la suma de ambas
reacciones sem negativo y as{ ocurra cspontineamente; por ejempio, las reacciones

accpladas a la hidrélisis de PPi:

NTP + ROH -» RONMP + PPi AG" = tve
PPi + H,0 - 2Pi AG” = -ve

NTP + ROH + H;O —» RONMP + 2P| AG,,, = -ve
NMP = nucledtido monofosforilade. '

Esta es la estrategia central de todas lns vias metabdlicas, La energia extraida del
medio ambiente se transficre intcmolocul#rmenta a través de rrup;u fosfato (ATP, PPi,
fosfoenolpiruvato, acetilfosfato, glucosa.1-fosfato, etc.) o grupos acilo (coenzima A); y de.
moléculas que acarrean electrones (NADH, FADH,, quinonas y grupos hemo) (Cramer y
Knaff, 1891}

Acerca de la naturaleza de la primera fueante de energia en ¢l mundo prebidtico, se
ha propuesto la participacién de la luz UV, descargas cléctricas, ondas de choque y energin
geotérmica que llevaron a cabo reacciones reductoras y de sintesis para la aparicion de las
primeras moléculas de la Vida, Sin embargo, ] primer paso importante en las primeras
formas de vida fue ¢l acoplamiento de reacciones quimicas {de Duve, 1981), Fritz Lipmann
propuso que lag fosforilaciones a nivel de sustrato utilizando PPi en lugar de ATP fueron
las primeras reacciones acopladas (Lipmann, 1941; Lipman, 1965). Existen algunas
evidencias que apoyan lo anterior:

a) El PPi posee un valor intermedio de AG® {-8.0 kcal/mal, sin Mg™), es decir, es lo



b)

c)
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suficientemente estable y al mismo tiempo posce suficiente energia libre para
realizar trabajo,

Se puede obtener a partir de Pi en sistemas de sintesis abidtica y es probable que
se encontrara cn la Sopn Primitiva funcionando como agente condensante
(Baltscheffsky, 1971; Broda, 1975; Rodriguez y Orgel, 1991).

La sintesis de ATP en condiciones de Tierra Primitiva se cree termodindmicamente
desfavornble, ya gue existen algunos pasos limitantes: 1) la condensacién del HCN
para formar los precursores de la adenina. A partir de los primeros experimentos
de sintesis prebidticn, se calculd la cantidad de HCN producido (~ 4.5 x 10* kg al
aiio). Sin embargo, tanto ¢l HCN coma el H,CO son sensibles a la luz UV y sélo
pudieron participar en condeﬁsaciones en microambicntes protegidos de la
radiacién y en donde se acumularan dichos reactivos. El pase limitante es el ataque
¢l CN' sobre HCN para formar dfmeros, trimeros y tetrdmeros activables por luz UV
produciendo el precursor de la adenina: 4-aminoimidazol-5-carbonitrilo, 2) La

sintesis prebidtica de aziicares: la condensacién de H,CO en presencia de alimina

o €CaCO, produce glucoaldehido, con el cual se inicia una da der

autocataliticas de condensacién aldélicas v enolizaciones, produciendo triosas,
tetrosas y otros azicares miis complejos. Sin embargo, los azicares sintetizados se
degradardn fdcilmente si no se emplean rdpidamente en la formacidn de nucledsidos.
3) La sclecién de moléculas en mezclas racémicas: o, I}, D- o L-; asi como la
condensacidn de la base nitrogenada adenina, la rihosa y el fosfato en posicién I'y

5 respectivamente, y no otra cualquiera. En una mezcla donde el nimero de

enantiémeros producidos es grande, la probabilidad de trar la molécula que

no provocara impedimentos estéricos durante 1a polimerizacidn de las cadenas de

nucleétidos, es baja (Joyce, 1989).
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Lo antes expuesto implica que las primeras formas de vida fueron heterdtrofas. Sin
embargo, existe una hipétesis alterna que propone un organismo ancestral con
me.tabolilmo autocatalitico (Wachterhaiiser, 1988), Dicha hipdtesis pretende explica cdmo
las moléculas 'pnrticipnnles en el metabolismo autocatalitico reaccionaron sélo en dos
dimensiones, es decir, adosadas en la interfase a una superficie cargada y a altas
temperaturas. Lasuperficie estaba compuesta por pirita, FeS,, producida por las reaccién
de oxido-reduccién entre ¢l Fe*' y el H,S atravéy del ciclo del Fe, activado por luz UV (de
Duve, 19981), Al ciclo del Fe se acopla Ia generacidén de tioésteres, que funcionan como
reservorios de energfa, como catalizadores y como participantes en reaccionesg de oxido-
reduccién y de acilacién. En la interfase entre ¢l agua y la pirita se pudieron acumular
fosfolipidos que, sl saturar la superficie, compartamentalizaron los sustratos de las
reacciones antes descritas, logrando desprenderse de la superficie y formar una
protocélula, La principal aportacién do In hipdtesis de Wachterhaiiser es que restringe el
movimiento de las moléculas a sélo algunas orientaciones posibles debido a su interaccidn
con la superficie, en comparacién con el gran movimiento que tendrian si se encuentran
en solucién. Lo anterior podria ayudar a comprender cémo pudieron aparecer y
selecclonpue 1as primeras moléculas cataliticas (Koshland, 1975), Sin embargo, queda ada
sin explicacidn la quiralidad de las reacciones enzimidticas.

El paso decisive hacia la aparicion de los primeros sistemas vivos fue la formacidn
de una membrana que encapsulara moléculas, permitiendo los siguientes fenémenos: 1) la
interaccidn cooperativa entre diferentes moléculas cataliticas y replicativas, evitando su
dispersién y abriendo la posibilidad de Hevar s cabo procesos quimicos especificos; 2) la
creacién de microambientes internos substancialmente diferentes del exterior, mantenidos,
al menos parcialmente, por diferencias en permeabilidad y por sistemas selectivos de
transporte; y 3) la acumulacién de moléculas autoreplicativas (Lazcano y col,, 1992). La

compartamentalizacién permitié imprimir vectorialidad y asimetria a las reacciones
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quimicas en los primeros sistomas celulares (Koch y Schmidt, 1991),

El principal problema que presentaron las primeras células fue el de la regulacién
ostndtica, ya que los diferentes potenciales de difusién de los solutos provocan ia
acumulacién y/o pérdida de H,0 y sales, y finalmente la lisis. Para controlar el volumen
celular fue necesario hombear iones através de la membrana, donde el B* y Na‘, dado sus
altas concentraciones, participaron como co+, anti o simportadores no-seleciivos. Dicho
transporte se pudo acoplar a la importacién de nutrientes hacin la célula cuando éstos se
agotaron (Stoeckenius, 1978; Wilson y Lin, 1981). Sin embargo, se desconoce tanto el
mecanismo de acoplamiento de los gradientes electroquimicos de H* y/o Na®, as{ como la
naturaleza de las primeras moléculas transportadoras & iravés de la membrana, aunque
se puede sospechar que fueron péptidos scncillos de origen prebidtico con un mimero
suficiente de aminodcidos con arreglo en a-hélice amfifilica, conductancia y selectividad

por cationes monovalentes (Lear y col,, 1988).

1.5.1 Las H'-PPiasas membranales como modelo de la enzima ancestral

transportadora de protones

La H'-PPiasa de R. rubrum es una enzima que acopla reacciones de oxido-reduccidn
y fosforilacién, al igual que lo hacen las F-ATPasas/sintasas (Baitscheffsky y Nyrdn, 1982). .
Sin embargo, su funcién aparente mds importante es conservar el gradiente electroquimico
1itil para la siotesis de ATP en condiciones donde el complejo fotosintético no se encuentra
funcionando al 100%, es decir, funciona como una bomba primaria (Nyrén y Strid, 1891).
Las H*-PPiasas vacuolares son enzimas que al hidrolizar PPi conservan parcialmente la
energia del enlace fosfoanhidro, en forma de un gradiente transmembranal de B, iitil para
el transporte de solutos (Rea y col., 1992; Sarafian y col,, 1892),

Por lo tanto es muy probable que, si se llega a demostrar que las pirofosfatasas son

enzimas realmente antiguas, existentes en un ancestro comin, hayan funcionado como
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bombas primarias, regulando el pH interno y generando un gradiente electroquimico de H*

necesario para el transporte de solutos, Esta idea estd apoyada por las siguientes

obgervaciones:

a) requiere sustratos (PPi) mucho mis sencillos que Ia ATPasa (de Duve, 1891, Joyce,
1989},

b) es una enzima integral de membrana, transiocadora de H*, mucho mds sencilla, tanto

estructural como funcionalmente, que las H*-ATPasas (F y V), capaz de realizar el
mismo trabajo: acoplar la hidrdlisis de un enlace fosfoanhidro para establecer un
gradiente electraqufimico (Mukohata ¢ Thara, 1990),

ci es posible que comparta cierta similitud estructural con el proteolipido ¢ de las F-
ATPasas (Nore ¥ col,, 1992), aunque la alineacidn total de las F y V-ATPaszas con las

pirofosfatasas de membrana vacuolar de B. vulgaris y V. radiata no es significativa

(Rea y col., 1992),

Para establecer relaciones evolutivag serfa necesario un andlisis mds detallade
utilizando secuencias concenso o sitics altamente conservados, como son los catalfticos o
los cruces transmembranales involucrados con ¢l bombeo de H*. Para tal efecto se pueden
considerar los trabajos de Sarafian y col., 1992; Denda y col., 1989; Milner y col., 1890 y Rea
y col., 1992, donde sa ha establecido que el porcentaje de similitud entre lag H*-PPiasas es
considerable, lo que permite afirmar que forman una nueva familia de proteinas
translocadores de iones: las PPinsas de membrana vacuolar, que probablemente estdn

emparentadas con la PPiasa de B. rubrum (Rea y col., 1992},

iCudl es el origen de las H'-PPiasas? Esta es una pregunta que actualmente sdlo es
posible contestar con cierta especulncién, pero que es capaz de imprimir un ambijente de
expectacién y entusiasmo al campo de la bioenergética, tanto desde el punto de vista

tisiolégico como desde el evolutivo. Al respecto Baltscheffsky y Nyrén (1882) propusieron
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que el primer canil transportador de H’ a través de la membrana fue una enzima parecida
ala PPiasa de membrana de R, rubrum, portadora de un canal, relacionada probablemente
con la subunidad F; de la ATPasa/sintasa. La subunidad .F, se ensamblé al canal,
coexistiendo asf con la PPiasa de membrana, como actualmente ocurre en }a eubacteria
purpura &IEJL@_E. Con el tiempo, algunos organismos pudieron haber perdido 1a PPiasa
membranal y prevalecié la ATPasn/sintasa, como en el caso de la eubacteria purpura

Rhodobacter sphaerodies, Porotro lado, Mukohata e Thara, 1990, han propuesto que la H*-

ATPasa primigenia, presente en el ancestro comtin de los 3 linajes celulares, dio origen por
duplicacidn génica a las F. y V-ATPasas ancestrales (Gogarten y col,, 1989 a y b) (figura 3).
Sin embargo, también es posible que la H*-ATPasa primigenia se haya originado, a su vez,
a partir de una H*-PPiasa ancestral que, por duplicacién génica dio lugar a las actuales H*-
PPiasas, por un lado, ¥ p;ir otro a la H-ATPasa ancestral, Aiin queda por aclarar cdmo se
diversificd In familia d«_a las H*-PPiasas, Para probar dicha hipétesis deben retomarse los
estudios acerca de la evolucién de las FNIA-ATPn;as de varios autores (Nelson y Taiz, 198%;

Gogarten y col., 1989 a, 1889 b y 1992; Kibak y col,, 1992),
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. H'-PPiasa v lares y cub, ianas
H*-PPiasa /
ancestral
\\ »
F-ATPasa
N
N T eubacterias
A / \
o
H*-ATPasa endosimbiogis
ancestral
eucariontes
- V-ATPasa
A-ATPasa arqueobacterias
Figura 3 _Caminos en la cvolucién de las ATPasas que confirman sus relaciones de

parentesco entre si y probablemente con las H*-PPiasas. (Adaptado de

Mukohata ¢ Thara, 1890)
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OBJETIVO

Hasta la fecha no se ha reportado en la literatura algin trabajo sobre
la presencia de pirofosfatasas en la cianobacteria Spirulina maxima, y
debido a la gran importancia que tienen dichas eubacterias y las PPiasas en
el proceso evolutivo, el presente trabajo tiene como fin determinar la existencia de
actividad de pirofosfatasa inorgdnica, verificando si la actividad, en caso de estar presente,
proviene de 1 0 2 enzimas: de membrana tilacoidal y de citoplasma,
Para log.rar el objetivo planteado se abordé el problema estudiando los siguientes
puntos que permjten discernir si se trata de 1 o dos enzimas diferentes:
* egpecificidad por sustrato,
* i)H dptimo, . '

* efecto de cationes divalentes,

* efecto de foalol(pldols,

-

efecto de varios inhibidores, y

* movilidad electroforética.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS
21 Cultivo y cosecha de Spirulina maxima

Los cultivos de Spiruling maxima fueron obsequiados por Bertha Pérez Gémez y el
Dr, Carlos Gémez Lojero, del CINVESTAYV del 1PN, México. La cianohacteria Spiruling
maxima se cultivd a 28°C, con Juz blanca en el siguicnte medio de cultivo, esterilizado 20

min a 15 Ib de presidn (Vega, 1976):

Renctivo gh
NaCt : 100
MgS0,7H,0 020
Cacl, ‘ ) 0.04
FeS0,7H,0 0.01
EDTA - 0.08 _
K:HPO, 0.50
NaNO, 150
K.S0, 1.00
Na,CO, 16.80
Oligaclemeatos 1 mi

Agregar 4 ml NaOH 72% antes de agregar ¢l carbonato. Ajustar pH a 10.5-11.0,

Oligoelementos gn
ALBO, 2,80
MnoCl4H,0 1.81
Zns80,7H,0 .22
€us0,5H,0 : 0.075
MoO, 0.015

Se burbujed aire para evitar la sedimentacién., Se emplearen céiulas cosechadas en
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la fase exponencial tardfa y se lavaron una vez en Tris-HCl 50 mM pH 8.0, Se almacenaron

a -70°C.

2.2 Preparacion de membranas tilacoidea y solubilizacién

Se utilizaron dos métodos para obtener las membranas tilacoides: moliendo con
arena y por sonicacién, El primer méiodo es muy suave y permite obtener membranas
cuya ATPsintasa estd acoplada (Lermay Gémez-Lojero, 1982). El segundo método se utilizd
para obtener las membranas tilacoides necesarias parn la solubilizacién de proteinas
membranales, Es importante hacer notar que la actividad de PPiaga es mds estable en el
tiempo en membranas obtenidas por el método de arena que por el de sonicacidn.

a) Método de arena: por cada gramo de cianobacteria se utilizaron 2 gramos de arena de
Ottawa, previamente lavada con HC] 0.5 M y enjuagada con agua destilada. Se

. molieron 2-3 min en un_moi—tero frio. La mezcla se resuspendié en Manitol 0.5 M,

KC1 15 mM, MgCl, 5 mM, Tris.-HC] 10 mM, pH 8.6 (MKMGTS8.6) a razén de 1 g/10 ml

amortiguador, y se dejé sedimontar para decantarla. La suspensién se centrifugé

a 365 x g, 5 min. Elsobrenadante se centrifugd a 23 400 x g, 20 min. La pastilla se

resuspendié a mza;m de 1 g/3 m! MKMGTS.6, y se conservé en refrigeracién por 5

dias.

b) sonicacidn: las cianobacterias se resuspendieron 1g/10 ml en MKMGTS.B.‘ Se
sonicaron alicuotas de 15 ml durante 3 min en un baido de hielo, utilizando un
sonicador Branson a 36-45 watts de potencia. La suspensién se centrifugé a 23 000
x g, 5 min. El sobrenadante se centrifugd a 100 000 x g, B0 min; se lavé la pastilla
una vez y se resuspendid a 1 g3 ml en MKMGTS.6, manteniéndolas en refrigerucion

por 3 dfas.

Para solubilizar a las proteinas de membrana se empled el siguiente protocolo:
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membranas .(4.2 % 0.2 mg proteina) obtenidas por el método de sonicacién se mezclaron en
Tris-HCI 40 mM (pH 8.1), ctilenglicol 20% (v/v}, y Triton X-100 a diferentes concentraciones
ﬁnales.,- partiendo de una solucién al 20% (v/v) de Triton X-100, La mezcla se agité
suavemente a 4°C durante 20 min y se centrifugd a 100 000 x g, 2 h, Se guardd ei
sobrenadante a +70°C por 2 meses.

Todos los pH se ajustaron a temperatura amblente y las centrifugaciones se hicieron

a 4°C.

2.3 Determinacién de concentracién de proteina
Se determind la concentracidn de proteina por el método de Lowry y col. (1851),
utilizando como estdndar albumina de suero bovino, en un intervalo de concentraciones

desde 10 hasta 100 ng de proteina.

2.4 Determinacidén de la actividad de pirofosfatasa

En un volumen finsl de 0.5 ml se preparé ¢l medio de reaccién que contiene 6 mM
de Tris ajustado con dcido maleico, la concentracién de M™.PPi y M™ especificado en cada
figura o tabla. La reaccién se detuvo con 100 pl de dcido tricloroncético 30% (piv) y se
mantuvo en hielo. Utilizando una ceatrifuga clinica se centrifugsé a 3 000 rpm, 10 min, Se
determiné la concentracién de Pi liberado en el sobrenedante segan el método de Sumner
_ {1944), que es una modificacién del método de Fiske y Subbarow (1825), con un intervalo
de deteccién entre 80 a B0O0 nmol de Pi. El método consiste en formar el complejo
molibdato-Pi (amarille} y reducirlo con p-metilaminofencl (ELON, Kodak Eastman Co.),
produciendo un color azul. $Se midid la absorbancia a 660 nm, Como solucién madre se
utilizé H,PO, 2.6 mM. También se utilizd el método de Ames (1966) que detecta entre 10y

80 nmol de Pi, emplea dcido ascérbico como agente reductor, se mide absorbancia a 820 nm
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¥ se utiliza K;HPO, 1 mM como solucidn madre. La actividad hidrolitica cn membranas se
determind a 30°C y para la PPiasa citopldsmica se utilizé 37°C.

En los experimentos para determinar la especificidad por sustrato de las
preparaciones de citoplasma y de membrana, se utilizé como contron la fosfatasa alcalina
de mucosa intestinal (Sigma, Co.), ya que es una enzima capuz de hidrolizar tanto enlaces
fosfoanhidros como sustratos fosforilados tales como: fosfoencolpiruvato, f-glicerofosfato,
o-D-glucosa-1-fosfato ¥ el sustrato sintético p-nitrofenilfosfato,

La actividad hidrolitica en presencia de fosfolipidos de soya se determiné de la
siguiente manera: se disolvieron 60 mg de fosfolipidos totales de soya en 1 m! de agua
desionizada, se agité y se sonico la solucién en un sonicador de baio hasta qQue quedara
transparente. A las mediciones de Piliberado de la hidrdlisis se les agregaron 25 ul de SDS
10% (p/v), asi camo a los estdndares,

Los experimentos en presencia de DCCD y J¢Sn se¢ realizaron incubando las
membranas ¢ la PPiasa citopldsmica en un volumen =50 ul, a 0°C durante 20 min. Se
hicieron los respectivos controles utilizando el misme volumen de etanocl, que es el solvente
que se utilizé para preparar las soluciones de DCCD y 3¢Sn. r

2.6 Purificacién parcial de la PPiasa citoplasmica
Todos los pasos de la purificacidn se llevaron a cabo en el cuarto frio ¢ en hielo.
De acuerdo al trabajo de Klemme y Guest (1971}, donde reportan la purificacién de

la PPiasa citopldsmica de Rhodospirillum rubrum, se¢ adoptaron algunas estrategias para

la purificacién de In PPiasa citoplismica de S. maxima: precipitacién a 60°C por 5 min,
fraccionamiento con (NH,),S0, y la cromatogrofia de intercambio aniénico DEAE-celulosa.

A partir del sobranadante, ya sea obtenido por el método de arena (despué; de
centrifugar a 23 400 x g} o por ¢l métado de sonicacién (después de centrifugar a 100 000

x g), se tomaron 250 ml que contienen 335 » 76 mg de proteina. Los 250 ml se repartiercn
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en alicuotas de 15 ml y se calentaron a 60°C durante 5 min, Inmediatamente después se
enfriaron en un baiio de hielo, Se centrifugé a 18 000 x g, 20 mia y el sobrenadante se
fracciond con (NH,)SO, de 0 a 20, 20 a 40 y 40 a 65% de saturacién. El iltimo prgclpludo
(p85%) se resuspendid en amortiguador Tris-HCl 20 mM, ZoS0, 0.2 mM, f-mercaptoetanol
2 mM pH 8.6 (TZ18.6) hasta un volumen de 8-10 ml. Se dializ6 contra 2 litros de TZ208.6, 12
h‘ .

Se aplicaron 40.6 x 2.7 mg proteina a una columna (11.5 x 2.8 ¢cm) de intercambio
anidnice, utilizando la resina DEAE-celulosa (Whatman) previamente activada en NaOH 0,1
M, lavada y equilibrada en amortiguador TZA8.6, Se eluyd con un gradiente lineal de NaCl
0 a 05 M en TZ0(8.6, colectando fracciones de 4.6 ml a 1 mUmin. Se determind la
absorbancia a 280 nm, Ia conductividad y la actividad de PPiasa. Laa fracciones que
presentaron mayor actividad total se juntaron y se dializaron contra 2 litros de TZN86, 12
h. Se concentrd la muestra con una membrana AMICON YM 10 (Aminco, Co.) ¥ se aplicé
a una segunda columna (1.5 x 10.5 cm) de intercambio aniénico utilizando la resina DEAE-
Biogel A {Biorad), previamente lavada y equilibrada. Se eluyd y se colecté de la misma
forma que la columna DEAE-celulosa. Las fracciones con mayor actividad total se
concentraron a 0.5 ml en CENTRICON 10 (Aminco, Co.) centrifugando a 3 800 x g, 30 mia.

Para medir la actividad de PPiasa citopldsmica en las fracciones colectadas de las
cromatografias se utilizaron 100 pi de cada fraccién, midiendo la actividad en un medio de

reaccién que contenia: Tris-maleico 50 mM pH 8.0, MgCl, 3 mM y PPi-Na 1 mM.

26 Electroforesis nativa y desnaturalizante

Los geles de polincrilamida nativos de 1.5 mm de grosor, corridos a 4°C, se realizaron

de acuerdo a Romero y col. (1981) con algunas modificaciones:
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Solucidn resolvedor 109% minigel concentrador 4% minigel
concentrada

Glicerol 79.5% dml ‘L3 ml - -
{viv) .

H,;O bidest, 5.8 ml 1.9 ml 5.8 m! 1.7 ml
Acril/bis. 10 ml 3.3 ml 1.5 ml 0.45 mi
acrilamida

Tris 1.5 M pH 10 ml 3.3 ml - -
8.9

Tris 0.5 M pH . - 2,5 ml 0.75 ml]
8.5

Persulfato NH, 150 pl 50 pl 100 pl 30 ul
10%

TEMED- 16 ul 5pl 5pl 1.5 pl

Se ag::egd un poco de butanol sobre 1a solucidn del gel concentrador para evitar que
se forme un menisco. En algunos geles se incluyé 0.1 % de Triton X-100 en los geles y en el
amortiguador de los electrodos.

Los geles, ya sea nativos o desnaturalizantes se corrieron a 50 V 1 h para que la
muestra entre al gel concentrador, y a 90-100 V a! entrar al gel resclvedor, La corrida de
los geles de 16 x 18 cm durd toda la noche, mientras que los minigeles 3.5-4 h.

. Para medir la actividad de PPiasa en geles (zimogramas} se incubaron en Tris-
maleico 50 mM pH 8.0, MgCl, 3 mM, PPi-Na 2 mM, a temperatura ambieute, agitando
constantemente durante 20 min. Al cabo de ese tiempo se lavaron los geles y se reveld
actividad incubando en la siguiente solucién: Molibdato de NH, 5%, H,S0, 1.1%, 10 ml; H,S0,
0.6 N, 18 ml, dcido ascdrbico 1.5 g, aforado a 100 ml. Se detuvo la reaccidn colorimétrica
incubando en H,80, 0.5 N. Se hizo el barrido con un densitémetro de rayo laser UltroScan
XL (L@). utilizando el programa GelScan XL (Pharmacia).

Los geles dematuraliznntgs se hicieron de acuerde a Schiigger y col. (1986) y se

corrieron a temperatura ambiente:



Solucién Regolvedor minigel Concentrador minigel
concentrada 16% 4%
"Acvilbis- 16 ml 53 ml 1.6 ml 0.53 ml
acrilamida

Amortiguador 10 ml 3.3 ml Iml 1l mi
electroforética

Glicerol 78.5% 4 ml 1.3 mi - .
Persulfato NH, 100 pl 33 pl 100 nl 33 mi
10%

TEMED 1woul 334l 10 i 33nl
H,0 bidest, . . 7.4 ml 245 ml

Para evitar la formacién de menisco en el gel concentrador, se virtié un poco de
amortiguador electroforético diluido 1:3. Las muestras de proteina, as{ como los estdndares
de peso molecular, se mezclaron 1:1 con solucidn solubilizadora y se hirvieron duranta 4-5
min. Los gelcs se uﬁerqn durante 1 hora y so destiieron con dcido acético 10% (viv) toda
1a noche.

A continuacién se senala la composicién de algunas soluciones:

Acrilbisacrilamida: 30:0.8 %, respcetivamente

Amortiguacdor )

electroforético: Tris 3 M, HC1 1 M, SDS 0.3%

Amortiguador gel

desnaturalizante CATODO: Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M, SDS 0.1%

Amortiguador gel

desnaturalizante ANODO: Tris-HC1 0.2 M pH 89

Sol. solubilizadora: glicerol 30%, SDS 104%, Tris-HCl 0.1 M, azul
bromofencl 0.3%, l-mercaptoetanol 4%

Sol. fijadora: metanol 50%, dcido acético 10%

Sol. tincién: isopropanol 25°%, dcido acético 10%, azul
Coomassie 0.1%

Sol. destenidora: dcido acético 105% ‘

Amortiguador gel NATIVO Tris 9 g, glicina 43.2 g, pH 83 y aforara 3l
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Se utilizaron 5 pg de proteina de los siguientes estdndares de peso molecular (Sigma,

Ca.2
Peso molecular, kDa

Proteina
Albimina de suero bovino 68
Albdimina de huevo 45
Anhidrasa carbénica de eritrocito
bovino 29
a-lactaltvimina bovina 14.2

2.7 Algunas otras cromatografias empleadas para la purificacién parcial
de la PPiasa citoplismica

Con el fin de obtener una preparacién mds pura de PPiasa citoplismica que
permiticra determinar con certeza su movilidad en geles de poliacrilamida, se probaron
varios tipos de cromatografias.

La primera fue una cromatografia de afinidad, utilizando aminchexil-Sefarosa 4B
conjugada con PPide acuerdo a la metodologia de Nyrén y col. 1891. Se cargd una muestra.
de la fraccién DEAE-Biogel A y se eluyd con PPi 50 mM y MgCl, 10 y 20 mM,

La segunda cromatografia empleada fue de exclusién molecular, Ultrogel ACA 44,
utilizando como muestra la fraccién de la columna DEAE-Biogel A.

La tercéra cromatograffa empleada fue de intercambio idnico, hidroxilapatita, en 2
modalidades: en presencia de 0.3% (v/v) Triton X-100 y sin detergente. En amhos casos ge
aplicaron muestras de precipitado a 65% saturacion con sulfato de amonio, En el primer
caso se eluyd con pulsos de amortiguador, sin y dgspués con MgSO, 50 mM. En el segundo
caso se eluyd con un gradiente lineal de 0 a 0.5 M NaCl. Gran parte de los pigmeatos se
retuvieron en la resina.

A continuacién se muestran los diagramas de flujo que resumen los tres tipos de

cromatografias:
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Cromatografia de afinidad (Nyréun, y col.,, 1991)
Se lavaron y resuspendieron en 38 ml H,0 bidestilada 7.5 g de aminohexil-Sefarosa 4B
se mezcld con 75 ml de PPi-Na 0.1 M pH 6.0 :
s¢ disolvieron .852 g de EDC en 0.5 ml de HfO bidestilada
s@ agrego la EDC gota a gota por 5 min,, agitando suavemente
se dejé en ngitacién 24 h a temperatura ambjiente
ge decanté la resina y se lavé con NaCl 0.5 l\:y después cor H,0 bidestilada
e lavd y se equilibré en Tris-HCI 50 mM leB.B. 4+C
se empacd la resina en una columna de 1.5 xJ'lO cm a 4'C
se equilibré en Tris-HC] 20 mM, B-mercaptoetancl 2 mM, pH 8.6
se cargaron 0.874 g proteina de la fmcciéniDEAE-Biogel A . -
se eluyd con 30 m! de amortiguador 'I‘risfﬂ—mtrcnptoetanol,
con PPi 50 mM MgCl; 10 mM en el mismo ar}onlguador (20 tubos, 4 mltubo)

y por tltimo con PPi 56 mM MgCl, 20 mM ea el mismo amortiguador (40 tubos).

Cromatografia de exclusién molecular

B0 ml de Ultrogel ACA 44 se lavaron con 200 ml de agua bidestilada y se equilibrd con 2
veces el mismo volumen de amortiguador Tzins.s

se empacd una columna (1.5 x 90 cm) a 4°C, ¥ se equilibrd de nuevo. Se ajusts el flujoa 0.25
ml/min.
1

Se aplicé 0.5 ml (1.5 mg de proteina) de la fraccién DEAE-Biogel A con 2 gotas de glicerol
78.5%
1

se eluyd con el mismo amortiguador, colccta:ido fracciones de 1.5 ml a ]a misma velocidad,

Se determiné el volumen muerto (V,) de la columna agregando 0.4 ml de azul dextran 0.5%
y se eluyé bajo lag mismas condiciones.

Cromatografia de intercambio iénico con hidroxilapatita
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A) Sin Triton X-100

Se hidrataron 10 g de hidroxilapatita (Biorad) en 60 ml de eutenglicol 10%, MgS0, 10 mM,
quitando los polvos finos
l

L
se empacé en una columna de 2.2 cm de didmetro a 1 ml/min, 4°C, y se equilibré de nuevo
con 150 ml de amortiguador .

se aplicaron 28 mg de proteina de p85% y se eluyd con un gradiente lineal de NaCl de 0 a
0.5 M en el mismo amertiguador, 1 mU/min, 4 mifraceién.

se equilibré con 180 ml de TZN8.8

B) Con Triton X-100

10 g de hidroxilapatita se hidrataron de la misma forma que la cromatografia anterior v se
empacd en una columna de las mismas dimensiones, a la misma velocidad de fiujo

se equilibré con Tris-ACl 20 mM, 3-mercaptoetanol 2 mM, Triton X-100 0.3% (v/v), pH 8.8
- 1

se aplicaron 3% mg de proteina de p656% y se eluyd 100 mi del amortiguador Trisef-
mercaptoetanol/Triton, 20 fracciones de 4.5 Tl cada una, a1 mlmin

los sigulentes 18 tubos se eluyeren con el mismo amortiguador mds MgSO, 50 mM,
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CAPITULO I

RESULTADOS

3.1 Especificidad por sustrato

La primera aproximacién para explorar la posible existencia, asi como la
especificidad, de pirofosfatasas inorgdnicas en preparaciones de membrana tilacoide y de
citoplasma de S. maxima, fue determinar Ia hidrdlisis del sustrato clisico de las’
pirofosfatasas inorgdnicas: M. PPi, ya sea Mg-PPi o Zn-PPi, en presencia o ausencia de M
libre. Los resultados obtenidos se muesh;an en la Tabla i1,

Tanto la preparacién de PPiasa membranal obtenidas por el método de arena, como
el precipitado al 65% saturacién (NH,),S0O, de PPiasa citopldsmica hidrolizan los complejos
M™.PPi, o

La PPiasa membranal muestra mayor actividad hidrolitica con Zn-PPi que con el
sustrato clésico de las PPiasas membranales: Mg-PPi (Celis y Romero, 1987; Randhal, 1979)
a pH 8.5. La presencia de 0.5 mM Zn* libre estimula su actividad 6 veces, mientras que 1
mM de Mg!* libre no tiene ningin efecto sobre la actividad hidrolitica a dicho pH.

La preparacién de PPiasa citoplismica mucstra una actividad especifica
considerablemente mayor que la preparacién de membrana tilacoide, ya sea con Za-PPi o
con Mg.PPi; sin embargo, la presencin de 0.5 mM o 2 mM Zn™ libre a pH 6.5 y pH 80,
respectivamente, inhiben la actividad hidrolitica 7
significativamente. En comparacién, la presencia de 2 mM de Mg™ libre estimula la
actividad al doble del valor chtenido en ausencia de dicho catién.

Paralelamente se midié la actividad hidrolitica de la fosfatasa aicalina que, como se
muestra en la Tabla 11, es capaz de hidrolizar cualquiera de los sustratos utilizados, bajo

1as mismas condiciones experimentales que se emplearon para medir la hidrdlisis de las
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TABLA 11 Especificidad por sustrato de las PPiasas citopldsmica y membranal de
Spirulina maxima
Actividad (nmolPlVmin/mg)
SUSTRATO M*-PPi M, mM MEMBRANA clrop® FAS
mM
PPi 0.5 - 0.14 £ 0.28 524 303+ 24
Zn-PPi 05 . 752 L7 1752 19 237+ 34
1.0 - nd.’ 881 =z 89 nd.
Zn-PPi 0.5 Zn, 0.5 554 2 4.4 156+ 9 272 £ 20
1.0 Zn, 20 n.d. 557273 ad.
Mg-PPi 2.0 - 3.05 = 0.75 n.d. n.d.
290 Mg, 1.0 2.22 £ 048 nd, nd,
Lo* - n.d. 421 £ 565 nd.
1.0" Mg, 2.0 n.d. 0920 = 48 ad.
B-NO~t-P 0.5 Zn, 0.5 0 0 312224
P-enolpir. 2.0 Zn, 0.5 0.24 £ 0.06 0 137 = k4
f-glic-P 20 20,05 0.58 £ 0.25 0 243 £ 25
a-D-gluclP 2.0 Zn, 0,5 0.73 £ 0.55 0 149 = 26

p-NO,y-¢-P = p-nitrofenilfosfato; P-enolpir. = fosfoenolpiruvato; fi-glic-P = fi-glicerolfosfato;
o-D-gluclP = o-D-glucosa-1-P; Bprecipitade 65% citoplasma; * fosfatasa alenlina, Medio de
reaccidn; Tris-maleico 50 mM pH 6.5, * pH 8.0; 30°C,
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preparaciones de membrana y citoplasma. Sin embargo, ninguna de las dos PPiagasde S,

maxima son capaces de hidrolizar aquellos los sustratos que hidrolizé 1a fosfatasa alcalina.

32 Determinacién de pH éptimo

En la figura 4 ¢0 muestra el efecto del pH sobre la hidrélisis de Zn-PPi en algunos
de log primeraos pasos de la purificacién parcial de la PPiasa citopldsmica. El extracto
crudo muestra un perfil de pH con una amplia meseta, al igual que el pd0-50%. Ninguno de
estos pasos de purificacién tiene un pH dptimo definido, a diferencia del p§0-85% que
muestra una meseta desde pH 5.0 hasta 7.5. A pH por arriba de 8.0 no se hidroliza el
complejo Zn-PPi.

Con respecto al perfil de pH para Ia hidrélisis de M*.PPi en la preparacién de
PPinsa membranal (figura 5), se aprccia un comportumiento diferente al de PPiasa

citopldsmica. En la figura 5 A se observa que la PPiasa membranal sélo hidroliza Mg-PPi

a pH alcalinos, entre 9.0 y 10.0, en pr ia 0 a in de 1 mM Mg* libre. La
concentracién de Mg-PPi hidrolizado al pH éptimo de la PPiasa membranal de R. rubrum
(pH 6.5) 0 de otras PPiasas membranales (-8.0}, es considerablemente menor, Por otro lzado,
a pH 8.5.7.0 se hidroliza, preferentemente, el complejo Zn-PPi, en presencia o ausencia de
Za" libre (figura 5 B). A valores menores de pH 6.0, 1a hidrdlisis de Mg-PPi o Zn-PPi es muy
baja.

3.3 Efecto de cationes divalentes sobre la hidrilisis

Como ge puede cbservar en la Tabla Il y en la figura 5 (A y B), las preparaciones de
PPiasas de membrana tilacoide y citopldsmica muestran difereate preferencia por los
complejos M**-PPi: mientras que la PPiasa membranal hidroliza preferentemente Zn-PPj
a pH 6.5, la PPiasa citopldsmica hidroliza Mg-PPi a pH 8.0.

Lo anterior se exploré con mds detalle para determinar el efecto de difereuntes
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Figura 4 Perfil de pH de las fracciones para extraer la PPiasa citopldsmica.

Condiciones: Tris-maléico 50 mM ajustado a diferentes valores de pH, Zn-PPi

0.5 mM,
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A, hidrélisis de Mg-PPi 2 mM; B, hidrdlisis de Zn-PPi 0.5 mM,
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concentraciones de M* libre sobre la actividad de la PPiasa membranal y citopldemica. En
la figura 6 se muestra la actividad d¢ la PPiasa membranal con diferentes concentraciones
de complejo Zn-PPi en ausencia o prese::;cia de 0.5 mM Zn* libre (6 A); en 6 B se grafica el
efecto de Zn* Jibre en la hidrélisis de 0.5 mM Zn-PPi. La actividad hidrolftica en ausencia
de Zn® libre es muy pobre, la presencia desde 0.5 mM hasta 2.5 mM de Zn® libre estimula
la hidrdlisis hasta 9 veces: es decir, cuando la relacién Zn/PPi es desde 1.2 hasta 6 se
estimula la actividad, mientras que a cocientcs menores de 1.2 0 mayores de 11 inhiben la
actividad debido a que existe un exceso de PPi libre, en el primer caso, y de Zo'* libre, en
el segundo caso (Celis y Romero, 1987; Sosa y col., 1992).

En el caso de la PPiasa citopldsmica 2 mM de Zn™ libre inhiben la hidrdlisis del
complejo Zn-PPi (figura 6 D); mientras que la misma concentracién de Mg™ libre estimula
Ia hidrélisis del complejo Mg-PPi a concentraciones desde 0.25 mM {figura 6 C).

Enla figura 7 se grgﬁc;: el efecto de Za** libre al hidrolizar 0.5 mM de Zn-PPi porla
PPinsa membranal y la citopldsmica. En el primer caso se observa que desde 0.1 mM hasta
10 mM de Za* libre estimula la actividad. En el caso de la PPiasa citopldsmica sélo bajas
concentraciones de Zn™ tibre logran estimular la actividad; por arriba de 2.5 mM de Zn™
libre, dicho catién ejerce un efecto inhibitorio considerable,

Se obtuvieran los valores de Km y Vmax para ainbas enzimas (Tabla I111). En el caso
de la PPiasa citopldsmica, la presencia de Zn* libre modifica ligeramente los valores de Km
y Vmax. La presencia de Mg* libre aumenta un orden de magnitud el valor de Km y 4
o6rdenes de magnitud la Vmax, es decir, 1a enzima es menos afin por el sustrato pero

transforma un hdmere mayor de moléculas de sustrato por unidad de tiempo.
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TABLAIII K _ yVmax paralas PPiasas citoplasmica y membranal de Spirulina maxima.

PPlasa K, mM Vmax, nmolPV/min/mg
Membrana tilacoide

{Za-PPi] 8.06 101.01
citopldsmica, pb5%

[Za-PPi] 2.20 2000

+ 2 mM Zn* 3.1 2640
Mg-PPi) 0.58 0.588

+ 2 mM Mg* 4.60 4600
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3.4 Hidrélisis de algunos otros complejos M*-PPi por las PPiasas
citoplismica y membranal de Spirulina maxima
En la figura 8 se muestra el curso temporal de la hidrélisis de 1 mM de diferentes
complejos M*-PPi: Co-PPi, Ma-PPi y Ca-PPi. Tanto la PPiasa citopldsmica (fig. 8 A) como
la membranal (fig. 8 B} hidrolizan preferentemente Co-PPi, seguido por Mn-PPi y ninguna

de las dos hidroliza Ca-PPi.

3.5 Efecto de fosfolipidos totales sobre 1a actividad hidrolitica

Cuando las proteinas integrales de membrana se extraen de su medio hidrofdbico
con detergentes,bes necesario mantener In conformacién nativa para congervar su actividad
{Gennis, 1989). Esto se logra, en algunos casos, adicionando fosfolipidos. La eteccidn de los
fosfolipidos dehg semejar 1o mds posible la composicién de la membrana de la cual se extrae
la proteina; sin embargo, como primera sproximacién se recomienda adicionar fosfolipidos
totales, ya que éstos contienen una mezcla de varlos fosfolfpidos comunes (Geanis, 1989).

Por ejemplo, la actividad de la H'-PPiasa membranal de R. rubrum purificada se estimula

al aiadir fosfolipidos al medio de reaccida, principalmente si se agrega eardiolipina, Otros
fcsfo]‘pidés tales como el fosfatidilglicerol, fosfntidilclﬁnolnnﬂna y O-arnitilfosfatidilglicerol
estimulan la actividad en menor proporcién que la cardiolipina; ademsds, junto con ésta, son
los principales fosfolipidos de !n membrana de dicha eubacteria, También es posible
reconstituir la enzima y obtener actividad hidrolitica de la PPiasa en presencia de Triton
X:100 (Nyrén y col, 1991), Los autores interpretan que tanto los fosfolipidos como él
detergente cubren las partes hidrofdbicas de la enzima, sobre tode cn el caso de la
cardiolipina, necesario para recuperar la actividad catalitica.

Con el fin de determinar si la actividad de PPiasa encontrada en las membranas

tilacoides se debia a una enzima integral de membrana, se solubilizaron las proteinas
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membranales de acuerdo a un protocole similar al reportado por Baltscheffsky y Nyrén
(1986) pura solubilizar la PPiasa membranal de R. rubrum; excepto que se omitié MgCl, 1.3
M, ya que este agente inhibid la actividad PPiasa en S. maxima, Dicho protocolo consiste
en solubilizar las protefnas con el detergente no-idnico Triton X-100 en presencia de 20%
de etilenglicol y 0.1 M Tris-HCl pH B.1. En la figura 9 se muestra una grifica de
solubilizacién con diferentes soluciones porcentuales de Triton X-108, A 0.5% de Triton X-
100 se obtiene la mayor actividad hidrolitica, pero la mayor estimulacidn con fosfolipidos
totales de soya se obtiene en el solubilizado a 0.75% de Triton X.100. A mayores
concentraciones de detergente ed posible obtener una mayor concentracién de proteina en
el solubilizado, sin embargo, 1a actividad disminuye. Altas concentraciones ¢-ie detergente
ejercen un efecto ichibitorio.

Para descartar ]a posibilidad de que las membranas estuvieran contaminadas por
Ia PPiasa citopldsmica, se examiné el efccto de los fosfolipidos sobre dicha enzima._ La
PPiasa citopldsmica es una enzima soluble y, hasta la fecha, no se ha reportado que los
fosfolipidos ejerzan algiin efecto sobre las PPinsas citopldsmicas, Sin embargo, al
determinar la actividad hidrolftica de los primeros pasos de purificacién de la PPiasa
citopldsmica en presencia de la misma concentracién de fosfolipidos empleada €n la
estimulacién de los solubilizados, se observé una inhibicién considerable (Tabla TV), en
especial en los precipitados 50 y 65%, que son las fracciones con mayor actividad especifica.

§e observd ¢l mismo efecto al utilizar fosfatidil glicerol puro (no se muestran datos).
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tilacoide con fosfolipidos totales de soya.

Condiciones: Tris-maléico 50 mM pH 8.5, Zn-PPi 0.5 mM.
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TARLA IV Efecto de los fosfolipidos sobre la actividad PPiasa citopldsinica de Spirulina

maxima,
nmol Pi/ min / mg proteina
FRACCION CONTROL + 3 mg fosfolipidos % INHIBICION
p 60°C 86227 1037 =7 0
p 4060 24.94 = 10 1117210 85
p 0% 728.89 = 81 4711 2 14 93
p 85% 1332.09z 21 71.81£2 94

Medio de reaccidon: ZoCly 2 mM, PPi 2 mM, Tris-maléico 50 mM pH B0, p = precipitado con

sulfato de amonio
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3.6 Efecto de inhibidores

Un criterio m#s para diferenciar la PPinsa citopldsmica de la membranal es probar
su sensibilidad a los inhibidores cldsicos de las PPiasas: NaF, 1DP, MDP, y en el caso
especial de las membranales: DCCD y butanol (Baltscheffsky, 1968; Keister y Minton, 1971,
Nytén y col,, 1984), En la Tabla V se muestra el efecto de dichos inhibidores en la PPiasa
citopldsmica y en la membranal.

El NaF inhibe considerablemente n nmbas enzimas, sin embargo, se necesitan
concentraciones mayores para inhibir a la PPiasa membranal debido a que 1a proporcién
de enzima del total de proteina es menor que en el case de la preparacién de PPiasa
citopldsmica,

Baltscheffsky (1968), utilizé el hutagol para determinar diferencias entre la ATPaga

y la PPiasa membranal de R, rubrum: la PPiasa membranal es mis sensible que la ATPasa,

mientras que la PPinsa citopldsmica de la misma eubacteria no modifica su actividad ea

presencia del solvente. Es posible que la PPiasa membranal de R, rubrum sea mas sensible

a daiios en la estructura que la ATPasa del mismo organismo. El butanol inhibe entre 18-
30% la actividad de 1a PPiasa membranal de 8. maxima, probablemente debido a que & 10%
de butanol se separan las fases orgdnica y acuosa y esto provogue la disgregacién de la
membrana, as{ como dafios en la estructura de la PPiasa. La PPlasa citopldsmica no
modificéd su actividad en presencia de butanol, a pesar de que también se ohservd la
separacién de fases duranic el experimento,

Tanto IDP como MDP son andlogos del PPi, poseen enlaces Pi.-NH-Pi y Pi-CH,-Pi,
respectivamente. [DP es un inhibidor competitivo del sustrato de la PPiasa membranal de
R. rubrum (Sosa y col., 1892) La actividad de la PPiasa membranal de 8, maxima se inhibié
significativamente en presencia de IDP y MDP, mientras que dichos andlogos del sustrato
no ejercieron ningiin efecto sobre 1a actividad de la enzima citopldsmica,

El DCCD es una carbodiimida hidrofébica capaz de bloquear el movimiento
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TABLAYV Efecto de algunos inhibidores sobre lns PPiasas de Spirulina maxima
PPiasa MEMBRANAL PPiasa CITOPLASMICA
INHI- - concens actividad * % inhibi. actividad ** %®
RIDOR - tracién cidén inhibi-
cion
ninguno 335821 1.85 £ 0.13*
NaF 2.5 mM 181021 43 0.11 £ 0.02 93
10 mM 836=z1 75 0,06 £ 0.05 98
20 mbi 2971 91 002 £ 0.03 98
But. 6% 283023 18 2.06 = 0.11 0
10 % 235322 30 2,04 £0.13 0
1DpP 0.1 mM 28054 17 1.76 £ 0.11 (1]
0.5 mM 23,00 4 32 1.71 = 0.08 0
MDP 0.1 mM 26973 21 1.78 £ 0.05 0
0.5 mM 1344 21 60 113 £ 0.10 0
1.0 mM 5T7=1 82 1.84 £ 0.07 0
%
Activa.
cién
3¢Sn 200 pM 520322 59 2.06 £ 0.10 0
400 pM 68,50 = 2 111 177 = 0.09 Q
DCCD 0 335821 0 0.47 = 0.02° 0
200 pM' 4593 =2 31 0.48 £ 0.04 0
500 uM? 60.68 £ 2 758 nd. n.d.

47

* Actividad = nmolPi30min/mg, Zn-PPi 0.5 mM, pH 6.5; ** Actividad = pmol Pi/min/mg, Mg-
PPi 1 mM, pH 8.0; ' la actividad de ATPasa en particulas submitecondriales (Smith, 1967)
con ATP 3mM, MgCl, 5 mM, pH 7.8 se inihibié 80% usando las mismas soluciones de DCCD;
But. = 1.butanol; * Zn-PPi 0.5 mM, pH 6.5; n.d. = no determinado,



. 48

transmembranal de protones catalizada por la F;F, de mitocondria (Catell y col., 1971},
cloroplasto (Sigrist-Nelson y Azzi, 1980), Escherichia coli (Scnior, 1985), Streptococcus
faecalis (Harold y col., 1969),1a H-PPinsa membranal de R. rubrum (Nyrén y col,, 1921}, y
de algunas otras enzimae tales como la citocromo ¢ oxidasa mitocondrial (Casey 'y col.,
1980), 1a nicotinamida nucleétido transhidrogenasa mitocondrial (Pennington y Fischer,
1981; Phelps y Hatefi, 1881), el complejo be, de corazén de hovino (Nalegz y col, 1983), nsi
como de slgunas otras H*-ATPasas (Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces
cerevisiae; Goffeau v Slayman, 1981}, Sin embargo, en la H*-ATPasa de la membrana

plasmidtica de Neurospora crassa {(Goffeau y Slayman, 1981; Sussman y Slayman, 1983), la

actividad catalitica se inhilie pero no la tmnsiocacidn de H', lo que sugiere que dicha H*-
ATPasa posee un sitio sensihle_a DCCD ajeno al paso de H® a través de la enzima, La Ca®-
ATPasa de retfculo sarcopldsmico se puede modificar quimicamente con DCCD y perderla

actividad catalitica, asf como la del transporte de Ca™. Sin omb go, bajas traci

de Ca* protegen a la enzima de la inhibicién por DCCD, por lo que se ha postulado que
dicha carbodiimida interactua con un carboxilo involucrado con el sitio de alta afinidad
por Ca* (Sachs y col,, 1378).

Por otro lado, ¢n 12 bactertiorrodopsina de Halobacterium halobium, gue es uno de

los mejores ejemplos de enzima translocadora de HY, el DCCD no inhibe la translocacién ni
interactia covalentemente con la bacteriorrodopsina inmersa en su membrana nativa
(Solioz, 1984). Es claro que ia presencia de un sitlo sensible a DCCD no es una
caracteristica comin que compartan las enzimas translocadoras de H*, debido a que una
vez que el DCCD reacciona con un carboxilo y se forma ¢l aducto O-acilurea, este puede
seguir varias rutas: a) el aducto se-rearregla y forma N-acilurea; b) que reaccione con una
amina, como nucledfilo, y forme diciclohexilurea; ¢) que el nucledfilo sea agua y se revierta
la reaccitn, quedahdo el carboxilo intacto. Sin embargo, el uso del DCCD para detectar

posibles proteinas translocadoras de protones ha sido un método diagndstico ampliamente
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aplicado, pero s neccsario establecer con claridad gqué tipo de ruta puedo seguir la
reaccidn, asl como los sitlos especificos de interaccién con la protefna (Solioz, 1984),

Como primt;m aproximacidn para dilucidar si la PPiasa membranal detectadaen S,
mazima translocaba H°, se probé su sensibilidad a dos inhibidores cldsicos del canal: el
DCCD y 308n, ésteiltimo inhibe 1a ATPsintasa de 8. maxima (Lerma y Gémez Lojero, 1882).
Lejos de inhibir, ambas moléculns estimulan la actividad hidrolitica de la PPiasa
membranal hasta 75 y 111%, respectivamente, dentro de un intervalo de concentraciones
donde el DCCD y 3d8n inhiben entre el 80 y 90% la actividad de ATPasa en particulas
submitocondriales preparadas segiin Smith (1967), utilizando como sustrato ATP 3 mM y
MgCL, 5 mM en Tris-sulfato ’:;0 mM y con sistema regenador (fosfoenolpiruvato y piruvato
cinasu); y en 8. maxima. Es posible que el DCCD interactie con algin carboxilo
involucrado en l1a regulacidén de la PPiasa, ya sea en el sitio catalitico o en la proximidad
de él_te; sin embargo, este es una posibilidad que queda abierta para dilucidarse en estudios
posteriores.

La actividad hidrolitica de 1a PPiasa membranal no se estimulé con el desacoplante
CCCP (figura 10). Las vesiculas de membrana tilacoide obtenidas por el método de arena
estdn selladas, ya que al iluminarlas con luz actinica, a 30°C, es posible dqtectar
alcalinizacién del medio externo, debido al bombeo de H* hacia el interior de 1a vesicula por
parte de la maquinarin fotosintética. Dicha alcalinizacién se evité al incubar las
membranas tilacoides con 100 pM CCCP (no se muestran datos).

Ni el DCCD ni el 3¢Sn inhibiercn la actividad hidrolftica de la PPiasa citopldsmica.
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Figura 10 Efecto del desacoplante CCCP sobre la actividad de la PPiasa membranal.
Condiciones: PPi 0.3 mM, ZnCl, 1 mM, Tris-maléico 50 mM pH 6.5.
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3.7 Movilidad electroforética

Otro método para detectar la presencia de PPiasas es registrar su actividad
hidrolitica en geles de poliacrilamida en condiciones nativas e incubando en el medio de
reaccién a pH 8.0. Se utilizd com;) sustrato 1 mM Mg-PPi y 2 mM Mg** libre, ya gue por
alguna razdén, no es posible detectar actividad con Zan-PPi, a pesar de que in vitro sf se
detecta,

Enlafigura !l se muestra el barrido densitométrico de las bandas donde se encontré
la actividad de PPiasa del solubilizado de protefnas membranalesa 0.75% Triton X-100 y dei
precipitado 40-65% del citoplasma, en presencia de 0.1% Triton X-100 en el gel, los
amortiguadores y en la muestra de PPiasa citopldsmica, con el fin de descartar algiin
pasible efecto causado por el detergente. Se observa que fa PPiasa citopldemica migra a
upa distancia mayor (21.2 mm) que la membranal (19.4 mm). Es posible que la PPiasa
citopldsmica posea un nimero mayor de residuos polares con cargs que la membranal y por
esa razdn migre a mayor distancia en geles nativos donde influye tanto la carga como el

peso molecular,

38 Purificacién parcial de la PPinsns citopldsmica de Spirulina maxima

Como se mostré en ¢l punto anterior, la diferenciacién fisica de las PPiasas de S. '
maxima requicre preparaciones mis puras, por lo que se hicieron intentos para aislar a la
PPiasa citopldsmica.

A pesar de que la PPiasa citopldsmica es una enzima ubicua en la Naturaleza, no
existe consenso acerca de alguna estrategia para su purificacién. Existen reportes en los
qhe utilizan agentes reductores, otros no lo hacen, aigunos utilizan cromatografias de
intercambio anidnico o catiénico o de afinidad, hidroxilapatita, exclusién molecular, etc.,

cada uno con amortiguadores de composicidn muy variada (ver Tabla I). En el presente
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trabajo se optd por seguir un protocolo similar al reportado para Ia purificacién de Ia
PPlasa citoplismica de R, rubrum (Klemme y Guest, 1971), que consiste en precipitara 60°C
el e:trn;:to crudo de citoplasma, y después fruccionarlo con sulfato de amonio. E)
precipitndo con mayor actividad especifica se sometié a dos cromatografias sucesivas da
intercambio aniénico: DEAE-celulosa y DEAE-Biogel A

En la Tabla VI se muestra ei resumen de la purificacién parcial, Se puede observar
que partiendo de una actividad especifica de 0.29 pmol P/min/mg es posible llegar hasta
15.74 pmol Pi/min/mg después de la cromatografin de DEAE-Biogel A, es decir, se logra
purificar 54 veces a la enzima. En la figura 12 se muestra un perfil de elucidn tipico de la
 columna de DEAE;Blogel A. Sin embargo, no se observa el enriquecimiento de ninguna
banda de proteina en geles de peliacrilamida desnaturalizantes (figura 13). El par de
bandas do 18-20kDa que se observan claramente, son las ficocianobilinas que se copurifican
con la PPinsa citopldsmica. Es posible observar su color durante la clectroforesis, antes de
tedir los geles,

La muestra de DEAE-Biogel A contiene contaminantes de alto peso molecular, por
lo que se intenté una cromatografin de exclusidn molecular en Ultrogel ACA 44, con un
intervalo de exclusién de 10 a 130 kDa. Sin embargo, las fracciones que contenfan proteina
se colectaron dentro del volumen de exclusién (V,) de la columna (38-38 ml) determinado
con aztl Dextran (2 000 kDa), En lu figura 14 A se muestra el gel desnaturalizante de las
tinicas fracciones que contuvieron proteina de la 19 a la 24, Es posible observar que los
'componentes de alto peso molecular se excluyen en las fracciones 20 y 21, y los de bajo peso
molecular eluyen en las fracciones 22, 23 y 24; sin embargo, ninguna de las fracciones
obtuvo una actividad especifica mayor que la muestra de DEAE-Biogel A que se aplicé a la
columna.

Se observé que es posible purificar el citoplasma de los pigmentos ficocianina y

aloficociania, utilizando una columna de hidroxilapatita, qﬁe es una resina de intercambio



TABLA VI Purificacién parcial de In PPlasa citopldsmica de Spirulina maxima
Paso de Proteina, Actividad U Rendi- Uimg x
purificacién mg miento % | protefna
extracto crudo 335278 84.16 = 35 100 0.2920.1 1
p 85% 4082 2.7 7409 2 15 87 186205 6.4
DEAE-.celulosa | 13.92 7.4 46.00 = 23 52 3.36 £ 0.1 1.8
DEAE-Biogel A | 18205 26.9 = 11 az 157422 54.5

&4

Actividad, U = actividad total, pmol Pi/min; U/tng proteina = actividad especifice, pmol
Pi/min/mg proteina; x = veces purificacidn,
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purificacién parcial de Ia PPiasa citopldsmica de Spirulina maxima.

Carril 1, extracto crudo; 2, p66%; 3, DEAE-celulosa; 4, DEAE-Biogel A; 5,
estdndares de peso molecular (5 pg proteina). Cada carril contiene 20 pg

proteina; el gel se tifié con azul de Coomassie.
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iénico en donde se quedan adheridos los pigmentos. Una mucstra de p65% ee eluyé en una
columna de hidroxilapatita con TZ08.8 y un gradiente lineal de NaCl; sin embargo, no e
obtuvo ninguna fraccién con n;:tivldnd de PPiasa, aunque gf con proteina. Dado que la
columna de hidroxilapatita ¢std formada por fosfato de calclo, y se eluye Pi durante el
experimento, es posible que éste haya inhibido la enzima. Se probé la misma cromatografia
en prcs‘encia de Triton X-100, como la reportaron Nyrén y col. (1991) para la purificacién

de la PPiasa membranal de R, rubrum,. Aunque s{ se eluyd proteina, es decir, la ficoclanina

y aloficacianina no se adhiricron a la resina (figura 14 B), ninguna fraceién present6 un

enriquecimiento notable en actividad especifica con respecto al p40-656% con que se cargé
-1a columna.

El altimo tipo de cromatografin emplieada fue la de afinidad, reportada por Nyrén

y col. (1991), cargando una muestra de las fracciones obtenidag con la columna de DEAE-

Biogel A. No e el_uy(i ninguna fraccién con actividad de PPiasa, posiblemente debido a que

la enzima se unid fuertemente al PP conjugado a la resina aminohexil Sefarosa 4B (no se

muestiran los datos).
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CAPITULO IV

DISCUSION

Existen pocns especics ¢n las que se haoya demostrado la presencia de dos
pirofosfatasus, la citopldsmica y la membrunal, por ejemplo: Rhodospirilum rubrum,
mitocondria de corazdn y de higado, y en Arabidopsis thaliana (para referencias ver Tabia
1). La PPinsa citopldsmica es ubicua en la naturaleza, por lo que muy probablemente se
encuentren en ins especies en donde sélo se ha reportado la enzima membranal, Lo
interesante es explicar por qué coexisten dos enzimas con lu misma actividad catalitica en
una célula, y con caracteristicas cinéticas y estructurales diferentes.

Hasta el mome‘nto no s¢ han reportado PPiasas en cianobacterias, por lo que €l
presente trabajo, de ser publicado, podrd vontribuir al campo de la bioenergética al
describir dos PPiasas en Spirulina mazin-m. l;or medio de experimentos de especificidad
por sustrato se determiné que existe hidrélisis selectiva de M?**-PPi tanto en citoplasma
como en preparaciones de membrana tilacoidal, ya que no se ohservd hidrélisis inespecifica
coma ¢n el caso de a fosfatasa alcalina utilizada como control,

La PPigsa membranal de R, rubrum muestra un pH éptimo de 6.5 para la hidrélisis,
mientras que para la reaccién de recambio Pi-PPi es de 7.5 (Celis, Romero y Gédmez-Puyou,
1885; Celia y Romero, 1987). Las PPiasas inorgdnicas de membhrana vacuolar hidrolizan su
sustrato en medios de reaccidn cuyo pH es cercano a !a neutralidad o ligeramente bédsico
(Britten y col., 1989; Ikeda y col., 1991,, Maexhim y Yoshida, 1989; Sarafian y Poole, 1989;
Volk y col., 1983); sin embargo, en dichos trabajos no se buscd con intencién un pH éptimo.

Por otro lado, las PPiasas citopldsmicas hidrolizan su sustrato a pH 8.0 o cercano
{Kasho y Avaeva, 1984; Klemme y Guest, 1971; Verhoeven y col., 1886); excepto la PPiasa

citopldsmica de Sulfolobus acidacaldarius cepa 7, que muestrn un pH éptimo de 6.5 a 56°C
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{(Wakagi y col,, 1982),

En el caso de las PPiasas de 8. maxima so encontré que el pH 4ptimo para la
hidrélisis es de B.0, y en la membranal de 6,6-7.0, Sin embargo, debehhacerqe notar el hecho
de que Ias ves{culas membranales se prepararon en un amortiguador que contenia Tris-HCl
10 mM pH B.8 v que al momento de agregarlas al medio de reaccidn {que contiene Tris-
maleico 50 mM pH 6.5), s¢c forma un ApH transitorio, que quizds s6lo dure pocos segundos,
pero el cual probablemente repercuta en la actividad catalftica de la enzima, Sin embargo,
con los experimentos reportados en estz; tesis ain no queda completamente establecido que
1a PPiasa membranal posea actividad translocadora de H* al hidrolizar el sustrato.

Con respecto al efecto de los cationes divalentes sobre la hidrélisis se debe resaltar
que amhas PPigsas de S, max.ima hidrolizan Zn.PPi con valores de actividad comparables
al sustrato cldsico de las PPiasas: Mg-PPi, También es notoria la actividad hidrolitica de
ambas enzimas con otros cqmplejos M3*-PPi: Co-PPiy _ManPi. que al igual que el Zn, dichos
metales pertenecen al grupe de los metales de transicién. Seria interesante ahondar en 1a
posible relacién entre el tamaiio del radio iénico del metal, ¢l tamafio del complejo M*-PPi
y la forma en que el sustrato se acomoda en el sitio cataliticc de ambas enzimas, para
ditucidar 1a selectividad por cationes divalentes acomplejados con PPi,

No se ahondd en la razdn por la cual los fosfolipidos inhiben a la PPiasa
citopldsmica; sin embargo s¢ puede observar claramente que, mientras la actividad de
PPiagsa membranal se estimula, la citopldsmica se inhibe, y esta es una forma mis de
diferenciar ambas enzimas. Existe la posibilidad de que la PPiasa citopldsmica de 8.
maxima se comporte en forma similar a Ins lipoproteinas. Dichas proteinas solubles
contienen sitios de unién para fosfolipidos y entran en contacto, frecuente;nente, con la
membrana citoplédsmica con el fin do transferir lipidos a ésta, aunque siempre permanecen
en solucién (Tanford, 1980). Asf, es posible que el cfecto inhibitorio gue ejercen los

fosfolipidos sobre 1a PPiasa citopldsmica sea un mecanismo de regulacién de la actividad
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hidrolftica,

Es clarc que ambag enzimas se comportan de forma diferente frente a compiejos Zn-
PPiy Mg-PPi, asf como a los inhibidores butanol, IDP, MDP, 3¢5n y DCCD, por lo que seré
intercsante determinar sus repercusioncs ¢n la cinética de las enzimas. Es importante

resaltar que ambas enzimas se inhiben con NaF, inhibidor cldsico para PPi lo que

apoyd los resultados obtenidos en los experimentos de especificidad por sustrato: tanto en
citoplasma como en membranas existe una actividad de PPinsa especifica,

Acerca de su movilidad electroforética en geles de poliacrilamida nativos, s2 hace
notar que se obtuvo el mismo resultado al agregar Ja misma concentracién de Triton X-100
que contenin ¢l solubilizado de proteinas membranales, tanto el la muestra de PPiasa
citopldsmica como en el gel y los amortiguadores, lo que permite descartar la posibilidad
de que el detergente provoque una migracién anémala de las proteinas del sclubilizado,
El resultado sugiere que la PPinsa membranal es una proteina mds hidrofébica, con un
numero de aminodcidos cargados menor que la PPiasa citopldsmica. Lo anterior estd
apoyado por los trabajos de Sarafian y Poole {(198%) y Sarafian y col., (1892), donde se
reporta la purificacién de 1a PPinsa vacuolar de A. thaliana y la clonacién del gene que
codifica para dicha enzima, revelando un caracter fucrtemente hidrofébico, ya que el pgrﬁl
de hidropatia sugiere 13 ¢ruces transmembranales.

Durante la puficacién de la PPiasa citopldsmica se copurifican ficobiliproteinas que,
por los valores de #rea relativa cbtenidos de los barridos densitométricos de los geles de
poliacrilamida desnaturalizantes, oscilan entre 60-70% {no se muestran los datos), Debido
a que no se observa el enriquecimiento de ninguna banda de protefna correspondiente a
la PPiasa citopldsmica, no es posible estimar la proporcién de PPiasaficobiliproteinas en
cada paso de la purificacidn parcial.

Por iltimo es necesario determinar cudl es la causa por la cual no se observé el

enriquecimiente de ninguna banda de proteina en geles de poliacrilamida
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desnaturalizantes, a pesar de que conforme aumentan los pasos de purificacién de la PPiasa
citopldsmica, la actividad especifica aumente significativamente, La posibilidad de que
puentes disulfuro provoquen la formacién de oligédmeros se puede descartar debido a que
los nmunigun.dores empleados durante la purificacién contienen §}-mercaptoetancl.
Asimismo, las interacciones ldnicas entre proteinas que provoquen la formacidén de
aciimulos debido a la presencin de sales tnmbién se podria descartar, ya que las muestras
y fracciones colectadns de Ins cromatografing se dializan. Sin embargo, podria intentarse
una purificacién en presencin de agentes quelantes para descartar compietomente esta
posibilidad. Dado que las cromatografias de exclusién molecular y de afinidad empleadas
no fueron de gran utilidad, debe recurrirse a otro tipo de estrategias, tales como: resinas

hidrofébicas, electroelucién y geles en dos dimensiones,
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Exsiten dos pirofosfatasas, una citoplismica y otra membranal, en la cianobacteria

Spirulina maximg diferenciables por las siguieotes carncteristicas:

a) ambas son PPiasas inorgdnicas que hidrolizan complejos M™-PPi; la citopldsmica
hidroliza Mg-PPi a pH 8.0 y Mg®* libre la activa, mientras que lo membranal hidroliza Za-

PPi a pH 6.5 y requiere Zn*™ para su actividad e hidroliza Mg-PPi a pH alcalinos,

b) la presencia d_e fosfolipidos cstimula la actividad del solubilizado al 0,75% Triton X.
100 pero inhiben a In PPiasa citopldsmica, lo que sugiere

existe unn PPiasa asociada o la membrana; sin embargo, acerca de su actividad
translocadeora de H* no es posible afirmar nada cou certeza aiin, ya que ni los inhibidores
cldsicos de canales de B, DCCD y 348n, ni el desacoplante CCCP, ejercen un efecto

inhibitorio {en el primer caso}, ni estimulatorio de !a actividad (en el segundo caso),

¢ Ambas enzimas son sensibles a NaF, y la membranal lo es a IDP y MDP,

d) Es posible diferenciar fisicamente por movilidad electroforética a ambas enzimas;
la PPinsa citopldsmica se caracteriza por migrar a mayor distancia que la membranal,

debido posiblemente n que contiene un mayor mimero de residuos polares,

Las perspectivas de trabajo son numerosas. Es posible abordar el estudio de las

propiedades cinéticas de ambas enzimas, su dependencia por M* libre y su respuesta a

diferentes inhibidores. Con respccto a la PPiasa branal, es rio responder la

pregunta a cerca de si la hidrdlisis del sustrato estd acoplada al bombeo de H*, como ocurre

en las demds PPinsas membranales reportadas, y estudiar el efecto del componente
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eléctrico del potencial electroquimico, si ¢s que ocurre que éste participe en la reaccién,
Se sugiere el empleo de técnicas espectrofluoroméiricas, utilizando anaranjado de acridina,
g-aminoacridina o rojo Cresol para medir ApH, y metiltrifenilfosfonio o tetmfenill.mrnto
para Ay (Cramer y Knaff, 1991), Es necesario responder cuill es la orientacién de Ia PPiaga
membranal, aunque todo parece indicar que su sitio activo se encuentra mirando hacia ¢l
citopiasma, al igual que la ATPsintasa; sin embargo, debe ratificarse con mds experimentos.
Asimismo, se debe estudiar mds a fondo si ln actividad de PPiasa encontrada ca la
membrana se debe a una prdte(nn intrinseca o a una periférica. Dicho estudio se sugiere
yi que se requirié un porcentraje bajo dec detergente para obtener la preparacién con
actividad estimulable por fosfolipidos. Sin embargo, se Sugi;n'e que la PPinsa membranal
de §, maxima es unn proteina integral de membranal. Debe estudiarse con mds
detenimiento el efecto inhibitorio o regulatorio que ejercen los fasfolipidos totales de soya

.

sobre la actividad de la PPiasa citopldsmica. i}

Por 1iltimo, se requiere de preparaciones mds puras gque permitan diferenciar
fisicamente ambas enzimas, por lo que se deben realizar experimentos tendientes a su
purificacidn, Con preparaciones puras cs posible explorar la posibilidad de
entrecruzamiento de anticuerpos entre PPlasas, citopldsmicas y membranales, asf como con
a8 subunidades cataliticas de lag F/V/A-ATPasgas y con las subunidades del canal de las H*-
ATPasas. Lo anterior abre la posibilidad de iniciar estudios comparativos con un enfoque

evolutivo, con el fin dilucidar el parentesco entre lns H'-ATPasas y las PPiasas, asf como

las relaciones filogenéticas entre 1as PPiasas,
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