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Resumen

La membrana plasmitica de Kluyveromyces lactis contienc una ATPasa de H' que bombea
protones hacia afuera de la célula, generando un gradicnte electroquimico, que se emplea para el
transporte de nutrientes, por medio de varios sistemas de cotransparte con proton. Esta enzima es
muy similar a las ATPasas de H' descritas en otras especies de levaduras.  Las caracteristicas
principales de estas enzimas incluyen: estar compuestas de un solo polipéptido, tener una niasa
molecular aproximada de 100 kDa, formnar un intermediario fosforilado en su ciclo catalitico y ser
inhibidas a concentraciones micromolares de vanadato.

Para explicar el imecanismo de accion de las ATPasas de H' se requicre conocer la localizacian
y Ia composicion del sitio de union para el ATP, el necanismo de la hidrolisis del ATP, el camino que
sigue el proton para cruzar Ia membrana y el mecanismo de acoplamicnto entre ambos procesos.

La modificacion quitnica es uno de los métodas que se usan en Ja identificacion de prupos
funcionales de las proteinas y se basa en ¢l empleo de ciertos agentes que reaccionan selectivamente
con Ja cadena lateral de un aminodcido, funcional o estructuralmente importante, lo que se refleja en
algin parimetro medible. La identificacion del residuo modificado es inportante para completar el
estudio de la relacion estructura-funcion.

En el presente trabajo se usaron dos reactivos que modifican grupos carboxilo: el I-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y el N,N' diciclohexilcarbadiimida (DCCD).

La ATPasa de H* incubada con EDC a concentraciones milimolares, se inactivo con una

cinética compleja, fo cual indica la participacion de por lo menos dos carboxilos con diferente



reactividad, y/o la degradacion de la carbodiimida a tiempos largos. Se encontrd que la segunda
posibilidad era correcta, sin poder descartar la primers. Se hicieron experimentos a ticmpos coitos
para abtener cinéticas de pseudoprimer arden, encontrindose que Is inhibicion era irreversible y que
se producia por la reaccion de la cabodiinmida con residuos de aspdrtico y/o plutdmico, Mediante
¢l empleo de nucledfilos exdgenos se encontrd que la mayor parte de la inhibicion se debia a
fenomenos de entrecruzamiento intermolecular, y un pequeio porcentaje de Ia inhibicion era
consecuencia de la modificacion per se de algin carboxilo. Los ligandes Mg-ADP, Mg® o vanadato
produjeron una pequeria proteccion. Se determind el pK, aproximado del grupo, que fie de 5.8, lo
que indica que el residuo puede estar oculto,

Por otro lado, la inactivacién de la ATPasa de H' a concentraciones micromolaresde DCCD,
raibién mostro una cinética compleja. La reactividad del grupo modificado se obtuvo trabajando a
tiempos cortos, determinandose una constante de velocidad de segundo orden de 420 M min”,
mucho mayor (por lo menos 40 veees), que la obtenida con el EDXC en presencia de un nucledfilo (9.9
M min"). El efecto de los nucledfilos sobre In inhibicion con DCCD fue completamente diferente,
ya que aceleraron la inactivacion probablemente al inducir un cambio conformacional en la enzima,
debido a una interaccion directa con la ATPasa. La proteccion con ligandos (Mg-ADP, Mg® o
vanadato) fue parcial. El pK, aproximado fue de 6.5, sugiriendo que el carboxilo modificado se
encuentra en un ambiente oculto. Por experimentos con “C-DCCD se determind una estequiometria
de I mol de DCCD por mol de ATPasa en ausencia de nucledfilo y de 2 moles de DCCD por mol de

ATPasa en su presencia, lo cual sugiere que el nucledfilo expuso un nuevo carboxilo.



ATP
BA
DCcp
DocC
EDA
EDC
GEE
GME
HEPES
MES
MMTS
NEM
NCD-4
SDS
TCA
TEMED

TRIS

Abreviaturas

Trifosfato de adenosina

Bencilamina

N, N'diciclohexilcarbodiimida

Desoxicolato de sodio

Etilendiamina
1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
Ester de etilglicina

Ester de metilglicina
N-(2-hidroxietil)piperazine
2-(N-morfolino)etano
Metilmetanotiosulfonato

N-etilmaleimida
4-Ciclohexil-N'-(4-dimetilamino)nafiilcarbodiimida
Duodecilsutfato de sodio

Acido tricloroacético
Tetrametiletilendiamina

(Tris hidroximetil)Jaminometano)



1. Introduccion

Las células utilizan la energia de gradicntes electroquimicos de iones creados por diferentes
tipos de bombas. Ambos compouentes de estos gradientes, ¢! potencial de membrana y el gradiente
de concentracion s usan como fuentes de energia para la sintesis de ATP o para transporte de otros
iones y metabolitos via una seric de sistemas de transporte. En procariontes, el gradiente prinuria se
produce por el metabolismio oxidativo o por la luz, y los primeros persisten en la mitocondria y cf
cloroplasto de cucariontes,

Las ATPasas de protones estan entre las mas importantes bombas de iones ei ta naturaleza,
Hay 3 clases de cstas enzimas, las cuales se distinguen por su estructura, funcion, mecanismo de
accion y origen evolutivo (Nelson, 1988).

Las ATPasas de protones de las cubacterias, también presentes en mitocondrias y
cloroplastos, consisten en tres distintas estructuras : un sector catalitico, de naturaleza hidrofilica, en
donde se localiza el sitio activo que retiene su capacidad de hidolisis del ATP cuando se aisia; un
sector membranal, de naturaleza hidrofdbica, que forma el conducto de protanes a través de Ia
membrana; y el cuello, que conecta a ambos sectores. La enzima estd compuesta por 8 a 12
subunidades diferentes. La parte hidrofilica o F, contiene, al menos, cinco diferentes polipéptidos
(alfa, beta, gama, delta y epsilon). En las especies examinadas, estas subunidades se arreglan con una
estequiometria «,f,y8¢, dando una masa molecular de 371, 406 y 382 kDa para la F, de

witocondria, cloroplasto y bacteria, respectivammente. En la subunidad P se encuentra el siio



catalitico, mientras que la subunidad o contiene el sitio no catalitico de union a nucleotidos, El sector
hidrofobico o F, es mas variable en composicion; en procariontes esti compuesto de  tres
polipéptidos Hamados a b y ¢. Estas subunidades estdn presentes en una estequiometria de abye,
donde n es mucho més variable pero no excede de 12, mientras que cu eucariontes contictie cinco
péptidos adicionales tamados d, ¢, OSCP, Factor 6 y A6L. La funcidn fisiologica del complejo F\1,
es la sintesis d¢ ATP. Con respecto a s niecamisimo cinético, cstas enzimas no forman an
intermediario fosforilado, su pH dptimo es alcalino (8-9) y se inhiben a concentraciones nmolares de
DCCD y oligomicina (Hassinen, 1993).

Las ATPasas de protones de tipo vacuolar estin presentes en lisosomas, en vacuolas de
plantas y honugos, en ¢} complejo de Golgi, en granulos de clatring, en vesiculas sinipticas y en
diversos gramilos de secrecion. La fincion de estas ATPasas de H' es controlar In acidificacion en
elinterior de los organclos y la formacién de un poteacial de membrana, positivo dentro y negativo
fucra. El bombeo de protones de las ATPasas vaciolares se incrementa por iones de CI' y se inhibe
por nitrato y bafilomicina. Estas enzinias son las mas grandes, estin compuestas de 3 a 8 diferentes
polipéptidos, son mds activas a pH neutro (7-7.5) y tapoco forman un intermediario fosforitado
(Bowman, 1986).

Finalmente, las ATPasas de protones de la membrana plasmitica de hougos y plants, son
bombas electrogénicas esenciales para el mantenimiento de wn gradiente clectroquimico de protones
que se necesita para ¢} transporte de jones y nutrientes y la regulacion del pH intracelular. La ATPasa
de 11* de In membrana plasmética de Jevaduras pertenece a la clase tipo P, que incluye a Ias ATPasas
de H/K® de mamiferos, ATPasas de Ca™ y ATPasas de Na*/K®. Las enzimas de animales involucran

el transporte de sodio, potasio o calcio. Estas ticnen un mecanismo catalitico similar, que incluye 1a
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fosforilacién de un residuo de aspartato y la presencia de dos estados conformacionales durante su
ciclo catalitico. Ademas, las ATPasas tipo P son altamente sensibles a 1a inhibicion por vanadato y

su pH dptimo es dcido (5-6.7). (Bowman, 1986., Serrano, 1988., Slayman, 1989).

1.1 LA ATPasa DE H' TIPO P DE LA MEMBRANA PLASMATICA DE LOS HONGOS

La ATPasa de H' de la membrana plasmitica estd compnesta por un polipéptido con un
peso molecular de aproximadamente (00 kDa. Los lipidos se requicren para la actividad enzimitica
y no hay evidencias de asociacidn con carbohidratos (Rest, 1995). Se presenta una gran similitud
entre las ATPasas de este tipo, ya que anticuerpos de diferentes especies presentan reactividad
cmzada, incluso con ATPasas de animales y de plantas (Surowry, 1986).

La comparacién de las secuencias de aminodcidos de una variedad de ATPasas tipo P de
hongas y mamiferos revelan un alto grado de similitud en el dominio catalitico para la hidrolisis del
ATP, asi como en la disposicion de los residuos de aminodcidos hidrofdbicos e hidrofilicos. Se
concluye que todas estas enzimas podrian tener un gen ancestral comin (Serrano, 1989). Por medio
del andlisis de hidropatis, se predice que todos los miembros de esta superfamilia de enzimas
translocadoras de jones tienen una topologia membranal similar. La mayoria ha propuesto una
estructura que contienc entre 8 a 12 dominios transmembranales, con nuy pocos residuos expuestos
en la superficie externa. Cuatro porciones importantes se encuentran en el citosol, una cola N-
terminal de alrededor de 115 aminoicidos, el extremo carboxilo terminal y 2 grandes asas que
contienen ¢l sitio de fosforilacion y la region de unidn e hidrolisis del ATP. Estas2 asas citosolicas
couticnen lns regiones que presentan la mayor similitud entre Ia ATPasa de Na*-K*, la ATPasa de

Ca® de células animales y la ATPasa de K* de £, coli (Nakamoto, 1989),
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Figura 1. Modclo Topoldgico de la ATPasa de H* de la membrana plasmética de Kluyveromyees
lactis. Se oliservan los dicz segmentos transmembranales. Las porciones amino y carboxilo terminal
se encuentran en la parte citoplismica, El dominio 1 es el de fosfatasa, en el dominio 2 est ¢l sitio

de fosforilacion y el sitio de union al ATP, En circulos se encuentran marcados los carboxilos que se
eacuentran en la membrana,
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Por otra parte, estudios de mutagénesis de los sepgmentos transmembranales 1y 2 de las
ATPasas tipo P, han mostrado que estas regianes parecen ser conforniacionalmente sensibles y
altamente acopladas (Perlin, 1994). El segmento transmembranal 4 estd muy conservado y se ha
propuesto que forna parte de la via de transduccion de energia (Shull, 1985). Un pequeiio doniinio
hidrofilico entre ¢l segmento 2 y 3 podria tener una funcidn de fosfatasa (Serrano, 1990). Lu region
amino terminal es rica cn aminodcidos acidos y su funcién no se conoce, mientras que la regidn
carboxilo terniinal parece jugar un papel reguladar (Portillo, 1989). Recientemente se realizo un
trabajo analizando 47 ATPasas, tanto de bacterias como diversos encariontes, en donde se mmestra
que las ATPasas tipo I comprenden una sola familia con cuatro clases que se relacionan con la
especificidad y la fuente biologica: 1) ATPasa transportadora de Ca®*; 2) ATPasa de H' -Na* dela
mucosa gastrica; 3) ATPasa translocadora de H' de membrana plasmatica de plantas, hongos y
eucarioutes int‘ériom;y 4) ATPasas tiyo P de bacterias (especificidad para K', Cd*, Cu® y otros).
Los datos de la secuencia de todas las enzimas E -E, indican la conveniencia de utilizar el mismo
modelo estructural (Fagan, 1994).

La purificacion y reconstitucion de la ATPasa ba permitido que se realicen estudios de
catalisis y transporte, que junto con el andlisis clectrofisiolégico, han aportando informacion
significativa acerca de las etapas del ciclo de reaccion. Esta ATPasa alterna, durante su ciclo
catalitico, entre dos conformacioues que difieren en su sensibilidad a la tripsina y a inhibidores
irreversibles. La conformacién E, tiene afinidad por ef sustrato Mg-ATP y por ¢l H', mientras que
la afinidad de la forma E, por los protones es baja. Ademis E, tiene el sitio de reconocimiento para
los protoues ent el lado citoplismico y Ia forma E, en el lado extracelular. En presencia de vanadato

y magnesio la enzima esté en la confonnacion E, (Amory, 1982., Mandala, 1988).
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En los dltimos aiios se han realizado progresos considerables en el conocimiento de Ias
relaciones estructura-funcion de la ATPasa de H' de la membrana plasmitica de Ia levadura. 1.4
mutagénesis dirigida ha tenido por blanco sustituciones de aminoacidos altamente conservados. Este
acercamiento ha producido importante informacion acerca del papel de amtinodcidos individuales y
dominios estructurales de la proteina en la catalisis y la regulacion enzimatica. Esta alterativa
produjo mutantes de la ATPasa de H* con un potencial de membrana reducido y vesistencia al
antibidtico higromicina B. Mutantes que tienen el fenotipo de resistencia a higromicina B se emplean
para estudiar el transporte y las propiedades de acoplamiento de esta enzin, Ademas, el aislamiento
de revertantes espontdneas y segundas revertantes ha provisto informacion importante acerca de las
interacciones entre diferentes dominios estructurales y/o funcionales (Perlin, 1992).

Aunque se conoce niuicho sobre las ATPasas de membrana, preguntas importantes ain no han
sido contestadas. Estas estdn relacionadas con la ausencia de informacion estructural de la proteina,
desconocimicnto de los sitios que participan en el mecanismo del transporte de iones, I hidrolisis del
ATP y la transduccion de energia. No se conocen las relaciones espaciales entre las diferentes
regiones de la estructura primaria, la localizacion de aminodcidos esenciales funcionalmente
importantes, las interacciones entre las posibles subunidades o unidades monoméricas, In localizacion
de sitios de pegado de cationes, etc (Pedemonte, 1990),

Para un conocimiento completo del mecanisino de transposte de los cationes, se necesita la
iufoﬁmcién detallada de su estructura terciarin, de los sitios de fijacion de los ligandos y de los
cambios asocindos con el transporte del cation y con la hidrolisis del ATP; por tanto, se requieren
cristales de la proteina en varias conformaciones y de la identificacién de residuos especificos

asociados con diferentes funciones de la enzima,
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Un paso en esta tltima direccion, ¢s el uso de la modificacion quimica, por medio de Ia cual
se puede obtener informacidn de los residuos mvolucrados en el sitio de union de varios ligandos
fisiologicos y residuos esenciales para Ia actividad. En este acercamiento, se marca a la proteint con
un agente que forme un entace covalente con algiin residuo de Ia proteina, de tal manera que permita

su aislamiento y caracterizacion,

1.2 ESTRATEGIAS PARA LA MODIFICACION POR UN AGENTE QUIMICO

Eleccidn del agente. Un buen candidato es aquel que produce una modificacion estable,
importante para el aislamiento del péptido mareado. Un buen conocimiento del mecanismo de
reaccion quimica es de tuucha ayuda para la interpretacion de los datos. Ningiin agente es totalmente
especifico para un solo aminodcido, y la reactividad para un mismo aminodcido en una proteina puede

ser diferente, dependiendo del medio ambiente en el que se encuentre el residuo,

Unidn y cinética de inhibicion. El anilisis cinético de la inhibicion y de la unidn son esenciales
para optimizar las condiciones para el aislamicnto del péptido modificado. Evidencias de proteccion
por ligandos contra 1a union y la inhibicidn se obticnen en esta ctaps. Algunos residuos no
interactitan directamente con el ligando particular, sino que son importante ¢n la transmision del

cambio conformacional necesario para Ia union del ligando o el proceso catalitico,

Caracterizacién de la enzima madificada, A través del anélisis cinético y def aislamicnto de la

enzima se puede identificar el paso (s) en o ciclo catalitico que estd mas afectado por la modificacion.
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Estequiometria del marcado y proteccion. Experimentos importantes en ¢sta ctapa son la
detenminacion de la estequiometria del marcado y la localizacion de la marca en la estructura primaria
de la enzima. La estequiometria de la union se calcula con respecto a I masa de la proteina, por lo
que se supone: 1) que la enzima esta totalmente pura, 2) que toda Ia enzima es activa, y 3) que ln
tinica causa de la inhibicion se debe al pegedo del agente quimico. La competencia con ligandos no
prucba (sunque sugiere), que ¢l inhibidor se pegd en el sitio del ligando, pero indica modificaciones
en la estructura de la enzima.

Cuando se realizan experimentos de proteccion por ligandos deben tomarse en cuenta las
siguientes consideraciones: 1) examinar varios ligandos, 2) la proteccién que ejerza alpin ligando
se puede deber a que el residuo esta en el sitio del ligando o a un cambio conformacional a larga
distancia y 3) la proteccidn debe ser lo suficientemente grande para ser empleado en la identificacién

del residuo modificado,

Localizacidn. La protedlisis, el aislamicnto y la purificacion del péptido marcado, seguido de un
andlisis y secuenciacion de aminodcidos, serian los pasos posteriores en la identificacion del residuo

modificado.

1.3 CONSIDERACIONES EN LA INTERPRETACION
La modificacion de In cadena lateral del aminodcido en la proteina puede producir dos
diferentes cambios estructurales: 1) una alteracion del grupo quimico de la cadena lateral del
aminodcido y 2) la introduccion de un nuevo grupo que podria ocupar un mayor espacio, lo cual
podria cambiar no solo las caractesisticas quimicas del residuo modificado, sino también las relaciones

espaciales de varios residuos. A, los resultados de inhibicion podrian ocurrir debido a lo siguiente;
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1) la modificacion de 1a cadena lateral per se, necesaria para la actividad, 2) el cambio en la
interaccion de otros residuos esenciales para la actividad, como consecuencia de la modificacion de
un aminoicido, 0 3) el nuevo espacio ocupado por el modificador quimico es esencial para el
funcionamiento de ln enzima o impotie impedimentos estéricos que evitan la entrada de un ligando
al sitio activo de la enzima.

La modificacion quimica no esta libre de ambigiedades, pero con la acumulacion de
evidencias obtenidas por otros mélodos independientes, se puede llegar a una conclusion mas fuerte,

con menos incertidumbre, acerca del pape! de un residuo en el funcionamiento de la enzima,

1.4 ANTECEDENTES SOBRE MODIFICACION DE LAS ATPasas TIPO P

Para la identificacién de un buen ndmero de residuos en el sitio de union del ATP se ha usado
una variedad de agentes quimicos que modifican especificamente a ciertos gropos . Estos incluyen
a la butanodiona, para residuos de arginine; reactivos sulthidrilo para grupos SH; al 7-cloro-4-nitro-
benzo-2-o0xs- 1,3 diazol que reacciona con residuos de tirosinas; al isotiocianato de fluoresceina que
modifica residuos de lisina, Ademas, con el uso del "H] NaBH,, excclente reductor, se determing
el residuo que es el fosforilado durante el ciclo catalitico. Sin cmbargo, poca informacion se
encuentra disponible solire la natiraleza de los sitios de union de cationes monovalentes o divalentes
en la enzima. Estudios previos con la ATPasa de Na*-K*, utilizando a la diciclohexilcarbodiimida
(DCCD) como agente selectivo para grupos carboxilo, mostraron que la inhibicion se reducia en
presencia de fones Na* 0 K'y se concluyd que los grupos carboxilo estahan involucrados en los sitios
de union al catién (Pedemonte, 1986).

Por otra parte, con la ATPasa de protones de Neurospora crassa se report0 una inactivacion
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irreversible con la diciclohexilcarbodiintida (DCCD). Ya que las carbodiimidas hidrosolubles no
tienen efecto alguno sobre Ia actividad de esta enzima, el carboxilato reactivo probablemente se
cucuentre en un ambiente hidrofobico (Sussman, 1983). Posteriormente se mostrd que ¢l glitamato
129 reacciona con ef *C-DCCD en el primer seginento intramembranal de la ATPasa, lo que sugiere
que este residuo forma parte integrante del canal de H' de la enzima. Sin embargo, la mutacion de
este mismo antinodcido a ghitamina cn Ia ATPasa de H' de Sacclaromyces cerevisiae no altera ni
1a actividad de la enzima ni su capacidad de bonibeo de protones (Portillo, 1988), por o que su papel
durante el ciclo catalitico de Ia cnzima todavia no es claro.

Por otro lado, Ia ATPasa de H' de Newrospora crassa también se inhibe con ¢l N-
(ctoxicarbonil)-2-ctoxi-1,2-dihidroquinilina, reactivo que modifica también a los grupos carboxilo,
La inactivacion es irreversible y depende fuertemente delf pH del medio, aumentando la constante de
velocidad de inactivacion conforme ¢l pH disminuye. En presencia de Mg-ATP mis vanadato la
enzima se protege, lo cual indica que el carboxilato reactivo se oculta cuando la enzima adquicre n
conformacion E;. El pKa del carboxilato reactivo ¢s anormaliente alto, cerca de 7, posiblemente

como resultado de un ambiente hidrofdbico (Addison, 1986),

1.5 MODIFICACION DE GRUPOS CARBOXILO POR CARBODLMIDAS .

Muchos sitios de pegado de cationes en las enzimas contienen cargas negativas, debido a In
presencia de residuos de glutdmico y aspartico. Enutre los agentes que han sido usados en la
modificacién de grupos carboxilo, cstan las carbodiimidas. Estas pueden reaccionar con grupos
arino, hidroxilo, sullhidrilo y carboxilo (esquenm 1), En solucién acnosa y en condiciones neutras

o ficidas, los grupos que reaccionan preferenteniente son los carboxilo y tos suifbidrilo. Las tirosinas
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también pueden reaccionar en estas condiciones, pero con una velocidad muy bajs (Carraway, 1972).
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La reaccion de Ia carbodiimida con el carboxilo da lugar a un aducto altamente inestable y
reactivo, la O-acilisourea (I), esquema 2. Este puede rearreglarse y dar lugar a un aducto estable, la

N-acihurea (TI1), o reaccionar con un nucledfilo para producir un enlace amida (I1). En presencia de

e s, am
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un nucledfilo (ester de etillicing), la carbodiimida produce la modificacion def grupo carboxilo con
el nucledfilo, y la salida de la diciclohexilurea, un derivado de 1a carbodiimida. En ausencia de un
nucledfilo exdgeno, la O-acilisourea (I) podria reaccionar con nucledfilos vecinos, intra o
intenmoleculares, que resultaria en la fonmacién de un enlace amida y el entrecruzamiento de la

proteina (IV).

B Ny
Rl Von(tm¥~R”

(u

o-:i‘ iy
I
R'Nm(laN= ™
n

wochdfile entrecTulamicn te ,(
v
RNI, et !
|. |Lh‘ﬂ €=\
¢ o* S Poer
N
0’ SN 1 o)
) oSy

amy

Esquema 1. Caminos posibles en la reaccion por la
madificacidn de los carboxilos en la proteina con
carbodiimidas. 1. Aducto inestable y reactivo la O-
acilisourea. I formacion de un enlace amida por la
presencia de nucledfilo. 111, Aducto estable la N-
acilurea. IV. Formacion de¢ entrecruzamiento
intramolecular.



Objetivo General

Estudiar la inhibicion de la ATPasade H' de la membrana plasmdtica de Klyveramyces lactis
por carbodiimidas, para conocer si existen carboxilos involucrados en la catdlisis o en sitios de

union al cation.

Objetivos Particulares

Caracterizar la cinética de la inhibicion de fa ATPasa de membrana plasmdatica por dos

carbodiimidas.
Estudiar el efecto de ligandos fisiologicos sobre la inactivacion producida por éstos agentes.
Determinar la estequiometria de la union, mediante el empleo de marca radiactiva.

Caracterizar el efecto de diferentes nucledfilos en las constantes de inhibicion para ambas

carbodiimidas.

Identificar el o los residuos modificados mediante el aislamiento y secuenciacion del o los

péptidos con marca radiactiva ylo fluorescente.



2. Materiales y Métodos

2,1 CULTIVO DE LEVADURAS
La levadura Kluyveromyces lactis, cepa WM27, se cultivé en un medio sdlido para obtener
las colonias que se utilizaron posteriormente en los cultivos en medio liquido. Las colonias de
levadura en medio sélido pueden alimacenarse hasta 30 dias en refrigeracion, sin que pierdan su
capacidad de crecimiento en el medio lquido.
Medios de Cultivo.
Medio solido:

En un volumen final de 1 kitro se disuelven:

Extracto de levadura lg
Peptona de gelatina 2g
Agar bacteriologico 1%

Cien milititros del medio se esterilizan en autoclave, por 20 minutos, ¢n un matraz de
Erlenmeyer y se reparten alicuotas de 10 ml del medio en tubos con tapa de rosca y con una
capacidad de 15 8 20 ml. Una vez que el medio se solidifico, se siembra la levadura.

Medio liquido: (YPD)

Extracto de levadura 10g.
Peptona de gelating 10 g.
Glucosa 20¢g

Agua 1l
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E! medio se esteriliza duraute 20 minutos y se deja enfriar a temperatura ambiente hasta su
uso.
Reactivacion de la cepa. Para este fin se realiza un precultivo, que consiste en tomar una asada
de levaduras y vaciarlo en aproximadamente 10 ml de medio estéril de YPD. Se incuba a 30°C con
agitacion constante, durante aproximadamente 12 hores. De este medio s¢ toman 2 il (con material
estéril) y se vacian cn matraces de 2 It. con 1 It. del medio de YPD. Las levaduras se cosechan
despuds de 22 horas de incubacion a 30°C , al final de la fase exponencial de la curva de crecimiento.
El crecimiento de las levaduras en el medio liquido se determind mediante la medicion de la turbidez
de la suspension en un fotocolorimetro,
Cosecha de levaduras. Se centrifugan las levaduras a 5000 g, por 5 minutos, para quitar ef
medio. La pastilla se resuspende con agua bidestilada, hasta el volumen inicial y nuevamente se

centrifuga a 5000 g, por 5 minutos. Se pesan los paquetes.

2.2 OBTENCION DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Porcada 4 g de células (peso humedo), se afiaden 20 m! de una solucion que contiene: 1M
sotbitol, S0 mM H,KPQ,, | mM EDTA, pH 7.2 (s ajusta con tris). Se agita la suspensidn y se
coloca 1u1/mi de B mercaptoetanol. Se incuba por 10 minutos a 30°C y se adicionant 500 unidades
de liticasa / g de células y se incuba por 60 ninutos, a 30°C con agitacion constante. Para verificar
la formacidn de protoplastos, se toma cada 15 minutos una alicuota de 10 pl de la suspensidn y se
mezcla con 3 ml de agua y se lee ln absorbancia a 550 nm. Cuando se obtiene una lectura final de
0.05, partiendo de una absorbancia = 0.5, se detiene la incubacion con In liticasa. Sc adade 1 1M de

flnoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), y se sonican 40 ! de suspension por ¢5 seg cuatro veees,



16

con descanso de 15 seg entre cada una. Se centrifuga 10 minutos a 1500 g a 4°C. El sobrenadante
se centrifuga durante 30 minutos a 17 210 g . Se decanta con nmcho cuidado para evitar la
coutaniinacion mitocondrial. El sobrenadante se centrifuga nuevamente durante 45 minutos a 38 720
g Elpaquete se resuspende en [ mM EGTA / tris, pH 7.2, y se centrifuga nuevamente durante 43
minutos a 38 270 g. El paquete que contiene la membrana plasmatica se resuspende en up volumen

minimo con I mM EGTA / tis, pH 7.2,

2.3 PURIFICACION DE LA ATPasa

La metodologia empleada en esta purificacion es una modificacion de Ia reportada para la
ATPasa de Neuraspora crassa (Bowman, E.J. y col., 1981). La membrana plasmatica se diluye con
un amortiguador que contiene: 0.6 M KCI, 6 mM EDTA, 75 mM tris, (solucion 3X) pH 7.5, y la
solucion de EGTA/tris, pH 7.2 para abtener una concentracion de proteina de 2 mg / ml. Se afade
lentamente desoxicolato a una concentracion final de 0.09% y se incuba por 10 minutos a 0°C. Se
centrifiga por [ hr, a 175 000 g, 2 4° C. Se resugpende el paquete con el signiente amortiguador: 0.3
M de KCI, 45% de glicerol, 2 mM EDTA, 25 mM tris, pH 7.5, hasta llevar la cancentracion de
proteina a 6.5 mg /ml. Se ailade asolectina sonicada de manera que la concentracion final sea de 5.0
mg / ml. Se adiciona inmediatamente el zwittergent 3-14 hasta obtener una relacion detergente /
proteina de 0.85. Ll detergente se afiade gota a gota y con agitacion suave, Se homogeniza evitando
producir espuma. Se centrifisga a 175 000 g, por 60 min. El sobrenadante se coloca en un gradiente
discontinuo de glicerol (50-65%) y se centrifuga a 225 000 g, durante 14 hr a 2°C. I3l paquete dela
ATPasa que sc obtiene, se resuspende con EGTA-tris, pH 7.0 en un volumen pequeiio. Siguiendo

esta metodologia obtenemos una prepaacion de ATPasa parcialinente pura (60-70%) y con una
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actividad especifica entre 25-35 pmoles Pi mg? . min,

2.4 DETERMINACION DE PROTEINA
La concentracion de proteina se determing por el método de Lowry y col, (1951) de acuerdo
con la modificacion descrita por Bensadoun, A., y Weinstein, D., (1976), utilizando estandsres de
albimina de suero bovino (BSA). Con esta técnica se climina Ia interferencia del glicerol y/o

detergente en In determinacion de la concentracion de proteina.

2,5 ENSAYOQ DE LA ACTIVIDAD DE ATPasa
Para determinar la actividad de Ia ATPasa se utilizd la siguiente sohucion con un medio
regenerador de AT que contiene:
5 mM de ATP (Na,ATP),
5 mM MgS0,
10 mM MES,
5 mM azida de sodio,
5 mM fosfocnolpiruvato y
5 ul de piruvato cinasa / ml del medio anterior.
El pH se ajusta a 6.25 con KOH. La solucion se almacena en alicuotas de 100 mia -20°C.

Al momiento de usarse, se aflade 5 111 de piruvato cinasa/ ml de solucion para completar el sistena

regencrador de ATP.

2.6 PREPARACION DE LAS CARBODIIMIDAS
Ya que el DCCD es una carbodiimida hidrofobica solubie en etanol y en otros solventes
organicos como la dimetilformamida, se prepard una solucion 1 M en ctanol, Ia cual es estable por

nieses cuando se almacena a -70°C (con esto, se evita su descomposicion a diciclohexilurea, la cual
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precipita), ELDCCD se diluye en ¢l momento requerido y esta solucion es estable par 10 dias a -20°C.
Es importante que durante su preparacidn, empleo y almacenamicnto, la solucion del DCCD se
encuentre en tubos de vidrio, ya que esta carbodiimida facilmente se adsorbe a las superficies de
plastico.

Se preparé una solucion acuosa de EDC a una concentracion de IM y se almacené a -70°C.
Al momento de usarse se realizd una dilucién de esta solucion concentrada. El EDC en solucion
acuosa es muy estable a bajas temperaturas.

EINCD-4, un andlogo def DCCD, se disolvio con etanol y se determiné su concentracion por
medio de su absorbancia a 335 nm, tomando un coeficiente de extincion de 10,25 x 10 M em, La
solucion s almacent a -70° C en tubos de vidrio protegidos con papel aluminio, para evitar una

posible degradacion por la luz. EINCD-4 es estable ain después de descongelarlo varias veces.

2,7 INACTIVACION DE LA ATPasa POR CARBODIIMIDAS
1.a ATPusa (0.2 -0.5 mg/ wl de protefna) se incubé a 30° C en un medio de reaccion que
contenia; 50 mM Mes-KOH, pH 6.5 (DCCD, EDC) 0 pH 5.5 (NCD-4), 100 mM de KCI, 50 mM de
NaCl, por 3 minutos. Después de esto se afiadi 1a carbodiimida a la concentracion indicada y se
tomaron alicuotas de 5 pl & diferentes tiempos que se diluyeron con 250 l de Ia mezcla para medir
la actividad de la ATPasa, La reacciou de ATPasa se detuvo con acido tricloroacético despues de
incubar a 30°C por 10-30 minutos y se determing el Pi liberado de acuerdo con ¢l método de Fiske

y Subbarow (1925).
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Inactivacién de la ATPasa por carbodiimidas a diferentes pHs.

Se incubd a la ATPasa (0.25- 0.5 mg/ml), a 30° C en los siguientes amortiguadores: Mes-
KOH, pH 5.0-6.5 y Hepes-KOH pH 7.0-8.3, mantenienﬁo la concentracion del K* en 100 mM y la
del Na* cn 50 mM. La reaccién de inactivacion se inicio con fa adicion de fa carbodiimida, Se

realizaron curvas temporales y las nuestras se procesaron conio se deseribio en cl inciso de arriba.

Inaclivacién de la ATPasa por carbodiimidas en presencia de nucledfilos.

Se preincubd a la ATPasa (0.25-0.5 mg/ml) a 30° C, en 50 mM Mes-KOH, pH 6.5 y
diferentes concentraciones de nucledfilo (taurina, ester de metilglicing, ester de ctilglicina,
etilendiamina, bencilamina) durante 3 minutos. Se aftadio la carbodiimide (tiempo cero) y se tomaron

alicuotas (5 pl) a diferentes tiempos para determinar la actividad de la ATPasa.

Inactivacion de la ATPasa por carbodiimidas en presencia de ligandos.

Se preincubd ala ATPasa (0.25 - 0.5 pg/mi) a 30° C durante 3 minutos en 50 mM del
amortiguador a pH 6,5 y en presencia de los diferentes ligandos que se estudiaron; (Mg-ADP, Mp*',
vanadato). Se afiadé la carbodiimida (tiempo cero) y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos para

determinar la actividad de la ATPasa,

Inhibicién de la actividad de la ATPasa por el nucledfilo.
Seincubo ala ATPasa (0.2 mg/ml) en un medio que contenia 50 mM de Mes-KOH, pH 6.5,
100 mM de KCl, 50 mM NaCl, 100 mM de Mg-ATP, pH 7.25, a diferentes concentraciones de

nucledfilo en un volumen final de 250 pl. La reaccion se inicid con la adicion de In ATPasa, se incubd
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durante 10 minutos a 30°C y se termind con 50 pl de dcido tricloroacético al 30%. Se determing el

Pi liberado,

2.8 COLUMNAS DE PENEFSKY
Se equilibraron 0.5 g de sephadex G-50 fino (Pharmacia) con un amortiguador 10 mM Mes-
KOH, pH 6.5 y 0.02% de azida, La resina se equilibrd a temperatura ambiente y se colocé en una
jeringa de insulina que contenia un filtro de politeno, Se dejd reposar por 10 minutos antes de
centrifugarse a 250 g durante 2 minutos para climinar el amortiguador. Se colocd la muestra de
ATPasa (méximo 100 pl) y se centrifugd nuevamente por 2 minutos a 250 g. La ATPasa se colectd

en un tubo de microfuga.

2.9 MODIFICACION CON MMTS
La ATPasa 0.3 mg/ml) se preincub por 3 minutos, a 30° C en 50 mM de Hepes-KOH, pHl
7.5, 100 mM de KCl y 50 mM NaCl, Se inicid la reaccion afiadiecndo 2 mM de
metilmetanotiosulfonato (MMTS) y se incubé a Ia ATPsa durante 60 minutos. Después de este
tratamiento s paso a la ATPasa por una cohuna de Penefsky para retirar ¢l exceso del MMTS y se
incubd nuevamente a 30" C con la carbodiimida (y el nucledfilo segiin el experimento), y se¢ tomaron

alicuotas de 5 pl para determinar 1a actividad de la ATPasa.

2,10 ELECTROFQRESIS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES
Se prepararon los geles de poliacrilamida al 10%, en condiciones desuaturalizantes (en

presencia de 0,1% de SDS), de acnerdo con la técnica descrita por Lacmmli, UK (1970). Este
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método tiene un sistema de amortiguadores que gencera una discontinuidad de pH y un gradiente de
voltaje en el gel, que permite resolver muestras de proteina nny diluidas. Se emplearon marcadores
de alto peso molecular con un intervalo de 29-205 kDa. Eltiempo de corrida fue alrededor de 2 hr.
Las proteinas se tifieron con una solucion de azul de Coommasie y el gel se destifié con una mezela
de metanol, dcido acético y agua,

Se usd ademﬂs ¢l sistema reportado por Schiigger y von Jagow, (1987). La concentracion
de poliacrilamida cn el gel separador fite de 4 a 18% (intervalo del gradiente) y 13%. Se usaron
marcadores de peso molecular pequeiio con un intervalo de 14.2-66 kDa. La clectroforesis se realizd
manteniendo el voltaje constante a 20 V duraste el recorrido de a muestra en el gel concentrador y
de 100 V en el gel separador. El tiempo de corrida aproximado fue de 3 br, La tincion y destincion
de los geles se realizd de 1a misma manera que con los geles tipo Lacmmli,

Asiniismo, con el fin de determinar el peso molecular de las especies que se forman durante
¢l entrecruzamiento con EDC, se realizd una electroforesis en un gel de poliacrilamida al 4% con
amortiguador de fosfato, de acuerdo con el método reportado por Weber, K. (1969) y se usd a
fosforilasa b entrecruzada como marcador de peso molecular, La carrida fue aproximadamente de

3 hr, a corriente constante (50 mA),

2.11 ELECTROELUCION
La ATPasa modificada con NCD-4, en ausencia y presencia de bencilamina, se asocid a una
banda finorescente en et gel tipo Laenmmli. La banda de la ATPasa se separd del gel y se colocd en
una de las camaras del sistema de electroclucidn, sobre una membrana de dialisis que fite tratada de

Ia siguiente anera; las membranas se colocan en una solucion de NaHCO, al 1% a 60° C, durante
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una hora. Se lavan varias veces con agua desionizada, Se transfiercn posteriormente a una solucion
de SDS al 1% a 60°C por una hora. Se lavan con agua desionizada y se almacenan en una solucién
de azida de sodio, al0.02% 8 4° C. El amortiguador para la elucion es una sohicion que contiene en
concentracion final tris basc al 0.6 M, glicina 1.87 M y SDS al 0.025 %. La electroelucion se realizo
a 300 V por 3 hrs, a temperatura ambicente, El progreso de la proteina se puede scguir por cl
niovimiento del material fluorescente. Cuando la clucion fue completa, se redujo ef voltaje a cero.
La recuperacion dela proteina es de alrededor del 90%. Ll volumen (200 pl) en donde queda la

proteina se redujo a 30 pl mediante el empleo de una speed vac.

2.12 DIGESTION PROTEOLITICA

Para limpiar a la ATPasa def SDS, se l¢ afadd § veces su volumen de acetona fiia, se agito
y se centrifiigd a 12 000 rpin ent una micofuga clinica, duraute I minuto. Se desccho el sobrenadante
(con fo cual s¢ elimind una buena parte def SDS del proceso de electroelucion) y se secd la pastilla
en vaclo. La proteina se resuspendd en 2 M de urea mediante sonicacién. Se puede seguir a la
proteina por su fluorescencia. Se tomé una alicuota para determinar la concentracion de SDS en la
solucion de la protefna. Se aiiadi6 la tripsina (0.6 pg, una relacion de tripsina / proteina de 1:20) y
s incubo por 30 minutos a temperatura ambiente. Se aifadié I mezcla (iue contiene SDS y se realizd

una segunda electroforesis en un gel de gradiente de poliacrilamida.

213 DETERMINACION DE SDS
En un volumen de 0.5 ml que contiene cutre 0-10 pg totales de SDS, se aiiade 1 ml de una

solucion de azul de metileno (24 mg/ 1t.), 4 ml de cloroformo y se mezclan las fases por 1 minuto. Se
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climina la fase por amriba de la capa orgénica por aspiracion cuidadosa y se lee su absorbancia a 655

nm. La curva es lineal hasta 10 pg de SDS.

2.14 MARCAJE DE LA ATPasa CON “C- DCCD

El marcaje se realizo en 2 condiciones experimentales, incubando a la ATPasa (0.5 pg de
proteitn) en 50 mM de Mes-KOI a pH 6.0, 100 mM de KCl'y 50 mM de NaCL  Ln la primera
condicion se inhibié con 300 uM de ' C- DCCD, a 30°C y se tomaron alicuotas cada 30 segundos,
para ensayar la actividad y determinar las cpm. En la segunda condicidn, Ia inhibicidn fue con 200
M de “C-DCCD en presencia de 200 mM de bencilamina, a 30°C y se tomaron alicuotas cada 15
segundos, para la determinacion de la radiactividad (cpm). La reaccion de modificacion se paré por
ditucion (1/125) en una solucién de acetato de sodio 1 M y de bencilamina 200 mM, a pli 7.0, 2 0°
C. Se centrifsgaron las muestras a 275 000 g, por 90 minutos. Se resuspendio el paquete en fa
miezcla de electroforesis y se corrieron las muestras en un gel de poliacrilamida al 10% tipo Lacmmli.
Asimismo, se realizd I electroforesis de diferentes concentraciones de albimina, con el fin de obtener
una curva estandar, Al finalizar la electroforesis, el gel se tifio con azul de Coonmmsic por3hryse
dejo toda la noche en la solucion destefiidora, Una vez destedido, se cortaron las bandas que
corresponden a 1a ATPasa y s¢ colocaron en una solucion de propanol al 50% y de SDS al 3% para
cluir ¢l Coommasie. Se dcjaron por 24 hir, lo mismo que las bandas de albimina a una concentracion
conocida, y se leyd la absorbancia de la sohicion a 595 nm, con lo que se determind ln concentracion
de proteina de la ATPasa para cada banda. Esta solucidn se colocd en un vial con todo y fa banda
dela ATPasa. Se evapord el liquido en un homo a 50°C, por 3 kr, aproximadamente. Se afiadid 1

mi de perdxido de hidrogeno y se cerraron muy bien las tapas para evitar la evaporacion.  Se
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colocaron nuevamente en el hormo, pero esta vez a 70°C hasta que el gel se disolvio. Finalmente se

afiadieron 5-10 m! de liquido de centelleo y se determinaron las cput asociadas a cada banda.

2,15 SIMULACION DE LA REACCION DE LA ENZIMA CON EL INHIBIDOR
Con ¢l fin de conocer la relacién que existe entre 1a pérdida de la actividad y la incorporacion
delinhibidor a la enzima, se construyd el siguiente modelo, en el cual el inhibidor interactiia con dos

residuos de la enzima, y ¢l pegado de uno no interfiere con el pegado del otro:



a5

En donde EI'y IEI no ticnen actividad , JE tiene un 50% de actividad residual y k; y k,
corresponden a las constantes de segundo orden para Ia reaccion del sitio 1y 2 de lu enzisma con el
inhibidor irreversible.

A partir de este modelo se obtiene el siguicnte sistema de ecuaciones diferencinles:

dE/dr = -(k1+k2) * [E]
dEVdt = k1* [E]- k2 * [El]
dIE/de = k2 * [E] - k1 * [IE]

dIEVdt = ki * [IE] + k2 * [EI}

que se puede resolver con el programa RUNGE_LINC, que se basa en el método el Runge-Kuta
de cuarto orden, también conocido conio el método clésico de Runge-Kuttn,

La figura | se obtuvo fijando fos valores de k= 0.4, k,;= 0.1 y ET= 1y se resolvid ¢l sistema
de ecuaciones diferenciales con el fin de obtener las concentraciones de los diferentes complejos de

1a enzima en funcion del tiempo,
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3. Resultados

A continuscion se presenta primero la caracterizacion cinética realizada con la carbodiimida
hidrofilica, el EDC, y posteriormente los resultados obtenidos con Ias carbodiimidas hidrofobicas, el

DCCD y e NCD-A,

3.1 EFECTO DEL EDC SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ATPasa

Una manera de examinar si existen carboxilos involucrados en la actividad catalitica de la
ATPasa, cs a través de Ia modificacion con ¢l EDC y estudiar los cambios ocurridos en alguna
propiedad medible de la enzima. $i ests interaccion da lugar a un aducto covalente con wna
disminucion en la actividad de hidrolisis de Ia ATPasa, se debe observar una pérdida de la actividad
con respecto al tiempo, de donde se puede calcular fa constante de inactivacion, cuyo valor depende
de la concentracion del EDC. Ya que esta ¢s una carbodiimida pequefia y con carga positiva en
nuestras condiciones experimentales, suponemos que modifica preferencislmente a los carboxilos
expuestos.

En la figura | s graficd ¢l logaritmo de la actividad de la ATPasa contra tiempo, La ATPasa
s¢ incubo con 6 inM de EDC. Se observa que Ia actividad de hidrolisis de In ATPasa disminuyd can
respecto al tiempo, Sin embargo, el comportamicnto lineal se pierde a tiempos largas, la que indica
que la inhibicion sigue una cinética compleja. Esto puede deberse al menas a dos posibilidades: 1)

I participacion de varios carboxilos que se modifican con diferente reactividad y que dan lugar
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Fig. 1 Efecto del EDC sobre Ia actividad hidrolitica de Ia ATPasa, La enzima (0.5
mg/ mi) se incubd a 30°C , con amortiguador Mes-KOH pH 6.5, 100 mM de KCI, 50 mM de NaCl,
por 2 minutos, y se inici6 1a reaccion con la adicion de 6 mM de EDC. Se tomaron alicuotas en fos
tiempos indicados, y s¢ midid la actividad de hidrélisis.
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a una enzima con actividad residual o 2) a la degradacion de [a carbodiimida a tiempos largos. Se
realizaron experimentos que confirmaron este segundo punto, aungue esto no descarta la primera
posibilidad. Para simplificar ¢l analisis cinético, se trabajo en el intervalo en que [a inhibicion sigue
una cinética de pseudoprimer orden (10 minutos). En la figura 2A se graficaron los cursos
temparales de 1a mhibicion a diferentes concentraciones de EDC (2mM-10mM). El experimento se
realizd en condiciones de pseudoprimer orden, ya que la concentracion del modificador fue nucho
mas grande que la concentracion de la enzima. Por tanto, se determiné la constante de psendoprimer
orden a partir de la pendiente de la recta (entre paréntesis en la grifica). El valor de esta constante
se regrafico en funcion de la concentracién de EDCy se obtuvo una linea recta que parte del origen
y con una pendiente que corresponde a una constante de velocidad de segundo orden. El valor de
ésta fue de 18.2 M* min” . La obtencion de este parimetro es impostante, ya que nos indica la
reactividad del grupo modificado y su valor se discutira al comparse con el valor obtenido para el

DCCD.

3.2 IRREVERSIBILIDAD DE LA INRIBICION POR EDC
Y ESPECIFICIDAD DEL GRUPO MODIFICADO
En csta parte del trabajo fite importante establecer que en nuestras condiciones experimentales
la reaccion era irreversible, como se ha reportado por Khorana. Esta parte experimental esta
justificada, ya que si examinamos el mecanismeo de reaccion de las carbodiimidas vemnos que en la fase
inicial de la reaccidn, ¢l grupo carboxilo con la carbodiimida forma O-acilisourea, molécula altamente
reactiva que puede seguir varios caminos: 1) Puede rearreglarse para dar un aducto estable la N-

acilurea; 2) puede reaccionar con un nucleofilo enddgeno o exdgena y formar un enlace covalente
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Fig. 2. Curso temporal de la actividad de Ia ATPasa a diferentes concentraciones
de EDC. A, Laenzima (0.5 mg/iml) se incubé a 30°C con 50 mM Mes-KOH, pH 6.5, 100 mM
de KCL, 50 mM de NaCl, por 2 minutos y la reaccidn se inicié al afiadir ¢l EDC a la concentracion
indicada, Se tomaron alicuotas y se determind la hidrolisis del ATP. B Regrafico de la constante
de inactivacion de pseudoprimer orden (k) contra fa concentracion de EDC. La constante de
velocidad de segundo orden se obtiene de Is pendiente de la recta.
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o 3) el agua actuar como nucledfilo y regencrar el carboxilo (esqueina 2).

Si Ia concentracion de O-acilisouren cs alta, al retirar ef exceso de carbodiimida y dejar 2 la
ATPasa en agua, se espera una recuperacion de la actividad. En la figura 3 se muestra el logatitmo
de Ia actividad especifica de Is ATPasa en funcidn del tiempo, al ser modificada con 6 M de EDC.
Cuando la ATPasa ha perdido un 80% de su actividad original, sc le eliming ef exceso de EDC
mediante una columna de sephadex G-50 y se incubo por 50 minutos en un ambiente acuoso a 30
C. Tambidn se muestra la ATPasa control, sometida al mismo tratamiento, excepta que o tavo
contacto con el EDC. Los resultados indican que aunque disminuye un poco la sctividad al pasar por
I3 columua, sin embargo, no se recupera la actividad una vez que esta se perdio con e} EDC, lo cual
indica que la reaccion de inactivacion es irreversible y que la concentracian de O-acilisourea cs muy
pequeiia sl final de la inhibicion,

Con el fin de comprender con mis detalle ¢l mecanismo descrito en el esquema 2, se empled
un programa de simulacios en donde las constantes de velocidad para cada usio de los posibles
caminos a seguir de este carboxilo activado se ajustaron a diferentes valores, Un resultado de fa
simulacion es que lo concentracion de la moléeula de O-acilisoures debe ser muy baja en un ambiente
actioso, debido a su alta reactividad. Por tanto, I pérdida en la actividad de la ATPasa esta dada por
el rearreglo, y/o la modificacion con algin nucleofilo enddgeno que se asociaria a la aparicion de
eitrecruzamiento inter o intramolecular,

Otro punto importante que se investigé fue la selectividad del grupo modificado. Se conoce
que las carbodiinidas reaccionan con otros grupos organicos funicionales ademas de los carboxilos,
Sin embargo, s pueden encontrar las condiciones experimentales en las cuales la especificidad

para carboxilos sea muy slta. En solucianes acuosas, a pH icido o neutro y temperatura media, los
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Fig. 3 Irreversibilidad de la inhibicién de la ATPasa por EDC, Se incub a la ATPasa
(0.5 mg/ml) en 50 mM Mes-KOH, pH 6.5, 100 mM de KCly 50 mM de NaCl, por 2 minutos, y se
inicid Ia reaccion con 8 mM de EDC, Cuando la ATPasa perdio el 80% de su actividad, se paso por
una colunna de sephadex y se colocd en el mismo amortiguador, a 30°C, por 50 mimitos. Se tomaron
alicuotas a los tiempos indicados. 1.a ATPasa control se proceso de la misma manera, pero sin
exponerla al EDC.
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grupos que reaccionan predominanterente con las carbodiimidas son los carboxilos y los sulfhidrilos.

En ciertas proteinas se lia encontrado que también las tirosinas reaccionan con las carbodiimidas. Sin
embargo, las velocidades de reaccion con carboxilos y sulflidrilos son aproximadamente iguales,
mientras que para tirosinas Ia reaccion es mucho mis lenta.

Los siguientes experimentos se encaminaron a investigar si participaban otros grupos, ademds
de los carboxilos, en 1a inhibicion obscrvada por EDC.

Para descartar la participacion de cisteinas, se empled un reactivo especifico de grupos
sulfhidrilo, el metilmetatiosulfonato (MMTS) que modifica las cisteinas de la ATPasa pero no la
inhibe. Se comprobo que la modificacion con MMTS era completa ya que a la ATPasa tratada con
MMTS, no s¢ inhibe con N-ctilmaleimida, mientras que la ATPasa control perdio su actividad cn el
priter minuto de incubacion. Como se puede ver en la figura 4, Ia ATPasa modificada con MMTS
se inactivd con el EDC en forma similar a la ATPasa control (sin ser tratada con MMTS); lo que
sugiere que las cisteinas no participan en la inhibicion de la ATPasa por EDC. No obstante, quedaba
la posibilidad de que pudiera ser una tirosina la que reaccionara con Ia carbodiimida y participara en
la inhibicion,

Se ha reportado que las tirosiuas modificadas con carbodiimidas se recuperan cuando la
proteina se incuba en presencia de hidroxilamina (Perfetti, 1976). Por tanto, se realizd dicho
procedimiento para conocer si ese residuo estaba participando en la inhibicion. Se incubd s la
ATPasa- MMTS, con 6 mM de EDC, hasta obtener una actividad residual del 20%, como se ve en
la figura 5. Posteriormente se eliminé el EDC que no reacciono y seincubd a la ATPasa durante
5 horas, a 30°C, en presencia de 200 mM de hidroxilamina. Los resultados muestran que la actividad

de la ATPasa no se recuperd, lo cual indica que las tirosinas no estan involncradas en la inhibicion
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Fig. 4 Inhibicion de la ATPasa nativa y modificada con MMTS con EDC. Ambas
ATPasas (0.5 mg/ml) s¢ incubaron con 50 mM de Mes-KOH, pH 6.5, 100 mM de KCI, 50 mM de
NaCl. Se inici6 la reaccion con 5 mM de EDC. Se tomaron alicuotas a los tiempos indicados, para

determinar Iz actividad.
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Fig, § Efecto de la hidroxilamina sobre Ia actividad de la ATPasa modificada con
MMTS e inhibida con ¢ EDC. La ATPasa tratada coti MMTS se incubé en 100 mM de Mes-
KOH pH 7.0, 100 mM de KC}, 50 mM de NaCl, y se inhibié con 6 mM de EDC. Cuando la actividad
vesidual disminuy6 a un 20%, se pasé por una columna de sephadex, y se incubé en un medio que
contenia 200 mM de hidroxilamina. Se tomaron alicnotas a los tiempos indicados para determinar
la actividad,



por EDC.

3.3 USO DE NUCLEOFILOS EN LA INHIBICION POR EDC

Los carboxilos activados por carbodiimidas son suceptibles a un ataque nucleofitico. Siel
nucleofilo es enddgeno, como sexia por ejeruplo el grupo amino de una lising, se puede producir un
entrecruzamiiento intra o intermolecular, que podria ser a causa de la pérdida de fa actividad y no fa
modificacion per se del carboxilo. Si se afiade al sistema un nucledfilo exdgeno, como el ester de
metilglicing o el ester de etilglicing, se puede formar un aducto estable con el carboxilo, que evita,
en caso de que ocurra, el entrecruzamiento (reaccion 1, del esquema 2). Ademas de esta ventaja,
los nucledfilos exdgenos pueden adquirirse con marca radiactiva, Ja cual es itil en la identificacion
del o los carboxilos modificados. Por lo antetior, un estudio cinético de Ia inhibicion en presencia de
nucleofilos resulta de gran utitidad.

Se emplearon nucledfilos con carga negativa, cono la tauring, nucledfilos sin carga, como el
ester de metilglicina y el ester de etilglicina y con carga positiva, comio la etilendiamina. Se preincubd
a la ATPasa en presencis de diferentes concentraciones del nucledfilo y se inicio la renccion de
modificacion con el EDC, Como se ve en la figura 6 y en la tabla 1, conforme sc incrementa la
coucentracion de nucledfilo, la constante de inhibicion por EDC disminuye. La taurina tiene ¢l menor
efecto en Ja disminucion de la constante de inhibicion, protegiendo un 35%, mientras que la
ctilendiamina es la que tiene el mayor efecto, con unta proteccion del 74%. El ester de metilglicina
y el ester de etilglicina tienen yun efecio intermedio, con uma proteceidn del 42 y 48,5 %

respectivamente.
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Fig, 6 Efecto los diferentes nucledfilos en la inhibicién de la ATPasa por EDC,
La ATPasa (0.5 mg/ml) se incubé en 50 mM de Mes-KOH, pH 6.5, 100 mM de KCI, 50 mM de
NaCl, en presencia de diferentes concentraciones de nucledfilo y se inicid la reaccion con 6 mM de
EDC. A los diferentes tiempos se tomaron alicnotas para determinar Ia actividad. A partir de estos
datos, se obtuvo la pendiente y se graficé en conirs de la concentracion de nvcledfilo,
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TABLA, 1 Efecto de algunos nucledfitos en Ia constante de inhibicién del EDC

Control + Taurina + GME +GEE +BA +EDA
k= 0.136 0.089 0.079 0,070 0.047 0.036
% inhibicion 65.4 58 515 345 26.5
Yaentrecruza- 34.6 42 45 65.5 7.5
micnto

La concentracién del EDC fue de 6 mM en todos Jos experimentos. La concentracién de nucledfilo fue de 200 mM.

Este efecto pratector de los nucledfilos se puede explicar mediante ¢l esquema del mecanismo
de reaccitn (esquema 2). En ausencia de un nucledfile exdgeno, tes carboxilos activades por EDC,
pueden producir fendmenos de entrecruzamiento al reaccionar con el grupo amino de una lising, ya
sea dentro de la misma enzima o de otra proteina. El nucledfilo exdgeno compite con esta reaccion
y se evita ¢l entrecruzamiento. Por tanto, en la modificacion de la ATPasa con EDC se encuentra que
paste de la inhibicién se debe a entrecruzamieto y parte a la modificacion per se del carboxilo, ya que
ain a concentraciones grandes del nuceldfilo, no desaparece la inhibicion.

Lo que no esta cosupletamente claro es fa diferencia en el efecto protector de cada une de los
nucleéfilos, sunque una probable explicacion resida en la diferencia en accesibilidad que pueden

presentar cada uno de ellos,
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3.4 USO DE GELES DE POLIACRILAMIDA PARA EVIDENCIAR
FENOMENOS DE ENTRECRUZAMIENTO

Puesto que los experinientos con nucledfilo sugerian que parte de Ja inhibicion se producia
por fendmenos de ettrecruzamiento, se realizd una electroforesis en geles de poliacrilamida con el
fin de ver si la banda de Ia ATPasa presentaba alguna diferencia en la movilidad electroforética. Si
el entrecruzamiento era intramolecular, existia la posibilidad de que nio se observara una diferencia
aparente; sin embargo, &i se tratara de un entrecruzamicuto intermolecular, se esperaria la aparicion
de una o varias bandas de mayor peso molecular, junto con una disminucion eu la bands que
corresponde a 1s ATPasa, Por tanto, se preincubd a la ATPasa (30 pg) por 2 minutos a 30" C, con
50 mM de Mes-KOH pH 6.5, 100 mM de KCI, 50 mM de NaCl, en ausencia o presencia de 200 M
de los diferentes nucledfilos y se inicid Ia reaccion de inactivacion con la adicion de 6 mM de EDC,
por 10 minutos. Se elimind el exceso de carbadiimida que ne reacciond con columnas de sephadex
y se cormieron las mucstras en un gel de poliacrilamida tipo Laemmli en condiciones desnaturalizantes
(0.1% de SDS). Los resultados se muestran en la figura 7. En el carril | se encuentran los
marcadores de peso molecular (29, 45, 66, 97.4, 116 y 205 kDa). En el camil 2 estd la ATPasa
control, (incubuda sin inbibidor y pasada por la columma); el carril 3 corresponde a fa ATPasa
incubada en presencia de EDC y ausencia de nucledfilo; y en los carriles del 4 al 8 esta la ATPasa
incubada con taurina, GME, GEE, etilendiamina y bencilamina respectivamente. Como se puede
aprecior, ¢l entrecruzanziento es intermolecular, ya que en ausencia del nucledfilo aparece una banda
de alto peso molecular y desaparece la banda de ln ATPasa (carsi} 3).  Asimismo, el grado de

entrecruzamiento con cada imo de los nucleofilos coincide con los resultados de Ja cinética: con
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Fig. 7 Patrdn electroforético de Ia ATPasa incubada en presencia de EDC y
diferentes nucledfilos, Enel camil 1 se muestran los marcadores de peso molecular (29, 45, 66,
974, 116y 205 kDa); en of carril 2 la ATPasa control; en el canil 3, la ATPasa incubada con 6 mM
de EDC, por 10 minutos a 30° C. Del carril 4 al carril 8 esta Ia ATPasa incubada por 10 minutos,
a 30°C, con 6 mM de EDC y 200 mM de¢ los signientes nucledfilos: tauring, GME, GLEL,
ctilendiamina y beneilaming respectivamente. La cantidad de ATPasa para todas Las condiciones
lue de 30 pg.
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taurina se presenta e} mayor grado de entrecruzamicnto, micntras que con la etilendiamina dste
practicamente desaparece. Con los otros nucledfilos vemas un efecto intermedio. De acuerdo con
estos resultados, el nucledfilo de eleccion para identificar el residuo madificadu es ta etilendiamina

(camil 7).

3.5 USO DY GELES DE POLIACRILAMIDA CON AMORTIGUADOR
DE FOSFATOS TIPO WEBER, PARA DETERMINAR PESO MOLECULAR
DE LA ATPasa ENTRECRUTAbA

Como se mostrd en fos dos puntos anteriores, I inhibicion de la ATPasa por EDC o ausencia
de nucledfilo se debe, en gran medida, al entrecruzamiento intermolecular, Con el fin de conocer ¢l
peso molecular de Ias especies que se forman durante el entrecruzamiento, se realizd una
electroforesis en gel de poliscrilamida con amortiguador de fosfato, de acucrdo con ¢l método
reportado por Weber, K. (1969). Los resultados se muestran en la figura 8. Eu el camil 1y 5 se
encuentran los marcadores de alto peso molecular; en el canmil 2 esta fa fosforilasa b entrecruzada
con bandas de peso molecular de 97.4, 194.8, 292, 389.6, 487 y 584.4 kDa, que corresponden al
mondniero, diméro, trimero, tetrimero, pentémero y hexamero respectivamente, En ef carril 3 esta
la ATPasa contro), sin modificar con EDC, y en el carril 4 esta la ATPasa modificada con 6 mM de
EDC por 10 minutos 8 30°C. Los resultados nwestran que la ATPasa se entrecruza para dar un
dinicro, trimero, tetramera y probablementeno pentdmero, lo cudl sugiere que In ATPasa funciona
probablemente commo mopdmero o en un equilibrio moudimero-dimero. - Este dato es iportante,
debido a que no se conoce 3a forma funcional de la ATPasa de K. lactis lo mismo que de otras

AlPasas de este tipo.
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Fig. 8 Patron electroforético de la ATPasa entrecruzada con EDC. in ¢l canil §
y 5 se encuentran los marcadores de peso molecular (29, 45, 66, 97.1, 116 y 205 kDa). Bn el carril
2 se encuentra la fosforilasa entrecruzada que da seis bandas con los siguientes pesos moleculares:
(97.4, 194.8, 292, 389.6, 487 y 584.4 kDa), que corresponden al mondmero, dimero, wimero,
letrdmero, pentdmero y heximero, respectivamente. En el carril 3 estd la ATPasa control (20 up).
Lin el carril 4 estd la A'TPasa (20 pg) incubada con 6 mM de EDC, por 10 minwtos a 30° ¢, Se
determinaron los R,y se calcularon los 1M,
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3. 6 EFECTO DE LIGANDOS FISIOLOGICOS SOBRE LA INHIBICION
DE LA ATPasa POR EDC

Con los estudios de modificacion quimica es dificil demostrar concluyentemente la
participacion de un aminoacido en la union del sustrato o en la catalisis. Sin embargo, cierto tipo
de experimentos pueden sugerir tal participacion. Tal es el caso de los experimentos de proteccion,
en los cuales se estudia el efecto del sustrato o de otros ligandos sobre la inhibicidn y la velocidad
de modificacion de una enzima. Estos estudios pueden, cuando la proteccion es total, sugerir la
localizacién del residuo involucrado en la inhibicion. De tal manera que la incubacion de la enzima
con el inhibidor en ausencia y presencia del ligando, hace posible la identificacion del residuo
modificado.

Se evaluo la influencia del Mg-ADP (inhibidor competitivo), del Mg?" (inhibidor no
competivo) y del vanadato (inhibidor no competitivo), sobre la inactivacion de la ATPasa por el
EDC. Los resultados se muestran en la figura 9 y en la tabla 2. Como se puede observar, existe una
proteccion parcial con cada uno de los ligandos empleados, lo cual indica que estos ligandos inducen
un cambio conformacional de la enzima que altera la reactividad del grupo, pero seguramente el
carboxilo no se encuentra en ninguno de los sitios de union. Por lo que para fines de identificacion

del carboxilo, esta proteccion no fue suficiente.
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Fig. 9 Efecto de los ligandos en la inhibicién de la actividad hidrolitica de la
ATPasa por EDC. La ATPasa (0.5 mg/ml) se preincubd con 50 mM de Mes-KOH, pH 6.5, 100
mM de KC1, 50 mM de NaCl, en ausencia o presencia de los siguienies ligandos: 20 mM Mg-ADP
(+), 65 mM de Mg® (v) 6 100 pM de vanadato (s), por 2 minutos a 30°C. Se inici6 la reaccion con
1a adicion de 25 mM de EDC (e), 12 mM de EDC (v), 15 mM de EDC (o). Se tomaron alicuotas
a los tiempos indicados y se determiné hidrolisis de ATP.
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TABLA 2. EFECTO DE LIGANDOS.

Constantes de inhibicion (min'')

Condicion Control (- ligando) + ligando % de proteccion

25 mM de EDC, 0.153 0.092 39.9
200 mM de EDA,
20 mM de Mg-ADP

12mM de EDC, 0.139 on7 15.8
250 mM de GEE,
5 mM de Mg**

15 mM de EDC, 0.073 0.046 370
200 mM de EDA,
100 pM de vanadato

3.7 INHIBICION DE LA ATPasa POR EDC A DIFERENTES VALORES DE pH

Koshiland reportd que la modificacion de los grupos carboxilo se favorece a pH dcidos, y por
tanto, la forma protonada es la que participa en la reaccion.. Los resultados obtenidos con ef EDC
en presencia de nucleofilo a diferentes valores de pH se muestran en la figura 10. En ef pagel A se
grafica el curso temporal de la inhibicion de la ATPasa par 6 mM de EDC al variav el pH, Como
puede observarse, la inhibicion se presentd a pH dcido, y por amiba de pH 7.0 la ATPasa
practicamente no se inhibe, lo cual indica que la forma desprotonada del carboxilo no reacciona con
el EDC. Enel panel B se gratico la constante de inactivacion a los diferentes valores de pH, conel
fin de obtener el pKa del grupo modificado. Como puede verse I curva no muestra uﬁa situlacion
completa, debido a que a valores de pH por debajo de 5 5 la ATPasa se inactiva. Sin embargo, el

nimero de puntos y el intervalo de pH en el que caen es suficiente para determinar un pKa
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Fig, 10 Dependencia del pH en Ja inhibicin de la actividad hidrolitica de la
ATPass por EDC. A. Curso temporal de inhibicion con EDC a diferentes valores de pB. pH 5.5
(), pH 6.0 (e), pH 6.5 (v}, pH 7.0 (v), pH 7.5 w), pH 8.0 (). B. Regrifico de la constagte de
inactivacion de psendoprimer orden (k) contra ¢l pH. Se us la ecuacidn no fineal: (k,* H+ &, * K/
K, + H) obteniendo un pKa aparente de 5.84.
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aproximado del o los carboxilos mediante la ecuacion k,,= (k,*H + k,*K)/(K,+H). El pKa que se
obtuvo fue de 5.84, que comparado con el pKa de un residuo de glutamico o aspartico expuesto al
solvente que es de 4.4 nos indica que ¢l o los carboxilos que reaccionan con el EDC se erncuentran

parcialmete ocultos al solvente acuoso.

3.8 EFECTO DEL DCCD SOBRE, LA ACTIVIDAD IIIDROLITICA DE LA ATPasa

La segunda carbodiimida que se ensayo fue el DCCD. Esta carbodiimida, a diferencia del
EDC, reacciona con carboxilos de localizacion membranal, por lo que suponemos que modifica
otros carboxilos.

El curso temporal de inactivacion de la ATPasa por DCCD mostré también una cinética
compleja a tiempos largos al igual que con el EDC. Se demostrd que esta complejidad se debe en
parte, a la degradacion del DCCD que es significativa a tiempos largos. De manera similar al EDC,
se trabajo dentro de los primeros 10 minutos de inicio de la reaccion. Primero se estudio la pérdida
de la actividad a diferentes concentraciones de DCCD (100-600 pM) con respecto al tiempo. La
concentracion requenda para inhibir a la ATPasa esta en el orden micromolar, a diferencia del EDC
que fue de milimolar. Esto es consistente conlo que esperabamos, ya que la reactividad de un grupo
carboxilo se incrementa cuando se cncuentra en un ambiente hidrofobico. La constante de velocidad
de segundo orden fue de 420 M* min”, y se obtuvo de la pendiente de la relacion lineal entre las
constantes de inhibicion (k) y fa concentracion de DCCD. Asimismo, esta relacion lineal indica que
la reaccion entre ¢l carboxilo y la carbodiimida es bimolecular. Por tanto, la reactividad del o los
carboxilos modificados por el DCCD es por lo menos un orden de magnitud mayor que la del o los

carboxilos modificados por el EDC.



48

N

39 e @
i/mo%goecoooe 0
- \\ . ‘-‘:
O \\ \‘Qy
'\) \ T,
. T
(ﬂ \.\ A ©
Q \, N
X \\} }\ .. v N/
e 3 I \"
e} .
° L “
S \ v
{ —t
b o\
1O A b N
0 5 10
Tiempo (min)
Q.3 ,§
-
e 0.2 - é
- o
N ./
) T/
£ ‘,"
Q 0.1 - ,"i./
. Q’/""
0.0 Lo L J L
0 200 400 800

DCCH (1eM)

Fig. 11 Curso temporal de Ia actividad dela A'TPasa a diferentes concentraciones
de DCCD, A, La ATPasa (0.5 mg/ml) se incubd con 50 mM de Mes-KOH pH 6.5, 100 mM de
KCl, 56 mM de NaCl, por 2 minutos a 30°C. La reaccion se inicio al ‘afiadir las siguientes
concentraciones de DCCD (uM). Control (¢), 100 (=), 200 (+), 300 (v), 400 (w) y 600 (©0). B
Grafica de Ia constante de inachivacion de pseudoprimer orden (k) contra la concentracian de DCCD.
La constante de velocidad de segundo orden se obtiene de la pendiente de 1a recta.



49

3.9 IRREVERSIBILIDAD DE LA INHIBICION POR DCCD
Y ESPECIFICIDAD DEL GRUPO MODIFICADO

Aungue ¢l mecasismo de reaccion de las carbodiimidas se obtuvo en miedio acuoso y 5o en
solventes nto polates, no es sorprendente que la formacion del carbaxilo activado {O-acilisourea)
acurra en un ambicnte hidrofabico, por lo que se debe esperar una baja probabilidad de que el
carboxilo se regenere por el ataque nucleofilico del agua. En los experimentos con EDC, se encontsd
que 1a concentracion de O-acilisoures era muy baja, debido a : 1) un ataque nucleofilico del agua,
2) un ataque por un nucledfifo endogenn ¢ exdgeno y 3) el rearreglo. Sin embargo, en un ambiente
hidrofdbico la permanencia de esta molécula podria ser mayor, con lo cual la posibilidad de que
ocurra la regeneracion del carboxilo se incrementaba. Por tauto, se preincubé a la ATPasa (0.5
mg/ml) con un amertiguader Mes- KOH, pH 6.5, 100 mM de KCI, 50 mM de NaCl, por 2 minutos
8 30°C, y se inicio 1 reaccion con 400 pM de DCCD, para obtener una ATPasa con usa actividad
residual del 20%, en seguida se clintind el exceso de DCCD, y se ensayd I actividad de 1a ATPasy,
Los resultados indican que la actividad no se recuperd al incubarse por 2 bir en un ambiesnte acuoso,
2 30°C.

También se realizaron experimentos similares a los descritos en la seccion del EDC para
confirmar que 12 inhibicion de la ATPasa por DCCD estaba medinda dnica y exclusivamente por la

modificacion de carboxilos, y no por1a pasticipacion de grupos sulfbidrilo o de tirosinas,



3.10 USO DE NUCLEOFILOS EN LA INHIBICION POR DCCD

Como se meiciond, los nucledfilos exégenos previenen, en caso de que se presente, cl
entrecruzaniicnto, ya que disminuyen o climinan la probabilidad de que nucléofilos enddgenos de la
proteina reaccionen con el carboxilo activado. Con base en los dntos obtenidos con el EDC, se
esperaba que los nucledfilos protegieran a la ATPasa si la inhibicion observada con el DCCD
incluyera el entrecruzanliento de la enzima. Sin embargo, al estudiar la inhibicion con DCCD en
presencia de diferentes nucledfilos, no solo no se presentd Ia proteccion esperada, sino que los
nucleofilos aceleraron la velocidad de imhibicién de Ia ATPass, Io cual se reflejé en un incremento en

la constante de inhibicion, ver figura 12y tabla 3.

TABLA 3, Efccto de algunos nucledfilos en la constante de inhibicién del DCCD

Control +GME +GEE +EDA +BA
k= 0,189 0.265 0.232 0.340 1.27
% aceleracidén 40 22 79 572

La concentracién de DCCD fue de 600 pM. La conceniracién fue de 250 mM para Ia GME y 1a GEE. La concentracion
fue de 200 mM para la EDA y la BA.

Este efecto ya rabia sido reportado anteriormente por Kormer y Lacombe (1982), quicnes
encontraron que ¢l nucledfilo 3-nitro-L-ester de gtillimsinn. aceleraba la inhibicion de! subfragmento
1 de la miosina con carbodiimidas; sin embargo, no proponen una explicacion del fendmeno
encontrado. En el caso de In ATPasa, uria posible explicacion de este resultado podria ser que existe

una interaccion especifica de la ATPasa con el nucledfilo, como se nuestra en el siguiente esquema:
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Fig. 12 Efecto de diferentes nucledfilos en la constante de inhibicidn de la ATFasa
por DCCD. La ATPasa (0.25 mg/ ml) se incubd con 50 mM de Mes-KOH, pH 6.5, 100 mM de
KCl, 50 mM de NaCl, con diferentes concentraciones de los diferentes nucleéfilos, por 2 minutos,
a 30°C. Se inici6 1a reaccion con 300 pM de DCCD, Cada punto en Ia grifica es Ia pendiente de un
curso temporal de inhibicion por DCCD & Ia concentracién indicada del nucledfilo.



ATPasa + N = ATPasa -N

Dicha interaccion se asociaria con un cambio conformacianal de la proteina que produjera un
incremento en la reactividad de los mismos carboxilos, 0 una exjosicion de otros residuos que
reaccionarian con ¢l DCCD. Por tanto, se realizaron los experimentos encaminados a ver el efecto
de dichos nucledfilos sobre la actividad hidrolitica de la ATPasa.

Los resultados se muestran en la figura 13, en donde al aumentar la concentracion de
cualquicra de los nucledfilos, disminuye ls actividad hidrolitica de Ia ATPasa. La inhibicion fue menor
con la GME, en donde una concentracion de 200 mM inhibio unicamente cl 50% de la actividad,
wmientras que la bencilamina presentd la mayor inhibicion, pues a 50 mM inhibio campletamente I
actividad de la ATPasa, Estos resultados apoyan Ia idea original, cn donde se propone que existe una
interaccion directa entre In ATPasa y los nucledfilos. Dicha interaccion puede inducir un cambio en
el microawbicnte de los grupos originales, o exponer otros residuos que ahora son accesibles al
DCCD. En ambos casos, se explica el incremento de la constante de inhibicién. Aunado a estos
resultados, se encontrd que en presencia del nucleofilo disminuye fa estabilidad de la A'TPasa en
ctanol, lo cual apoya la propuesta de que la conformacion de la ATPasa en presencia de nucledfilo

es diferente,
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Fig. 13 Inhibicién en Ia actividad hidrelitica de la- ATPasa por diferentes
nucle6filos. En un medio que conticne 50 mM de Mes-KOH, pH 6.5, 100 mM de KCi, 50 mM
de NaCl, 100 mM de ATP-Mg, pH 7.25, a diferentes concentraciones de nucledfilo, se midio la
hidrolisis de ATP. La reaccion se inicio con la ATPasa (0.2 mg/ml), se incubd por 10 minutos a
30°Cy se determind el Pi liberado,



3.11 USO DE GELES DE FOLIACRILAMIDA PARA EVIDENCIAR
FENOMENOS DE ENTRECRUZAMIENTO ASOCIADOS

Nusevamente se explord si en susencia de nucledfilo exégeno s ATPasa presentaba fendmenos
de entrecruzamiento. AdemiAs, se itvestigd si habia una diferencia en el patedn electroforético de ln
ATPasa al preincubarla con diferentes nucledfilos. El nucledfilo de cleccion fue la bencilamina, ya
que éste es el que presenta una interaccién mas fuerte con la ATPasa.

Se incubaron 20 pg de ATPasa con 200 pM de DCCD en ausencia o presencia de 200 mM
de bencilamina, a los tiempos indicados en la figura 14 y se pasaron por una columna de Penefsky
para remover el DCCD libre. 1La electroforesis se realizd en condiciones desnaturalizantes en un gel
de poliacrilamida. En el caril | s colocaron los marcadores de peso molecular, en el carril 2 la
ATPasa control (enzima incubada en el medio sin DCCD), en el carril 3 fa ATPasa incubada con 200
mM de bencilamina, en el carril 4 a ATPasa con 200pM de DCCD y en el carril 5 1a ATPasa con 200
#M de DCCD y 200 mM de beucilamina, Como se puede observar, a banda de la ATPasa eu ¢l
control, es idéntica a 1a de las otras condiciones, por lo que se puede descartar que ¢l DCCD
produzca fendmenos de entrecruzansiento intenmolecular, los cuales se evideuciarian por Ia aparicion
de bandas de peso molecular mas grandes que 100 kDa. Sin embasgo, con este experimento no se
descarta la presencia de entrecruzamicato intramolecular. También se descarté la posibilidad de que
el nucledfilo estuviera produciendo fendnienos de agregacion irreversible de Ia proteina, y que estos
fueran los responsables del incremento en la inhibiciou por DCCD. Del carnil 6 al 9 e¢s el mismo

experimento, a 0°C,
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Fig, 14 Patron electroforético de In ATPasa incubada en presencia de DCCDy
bencilamina. En el cail 1 estan los marcadores de peso molecular (29, 45, 66,97.4, 116, y 205
kD). En el carril 2 ¢sti la ATPasa control incubada por 20 min a 30 °. En ¢l carril 3 estd la ATPasa
preincubada con 200mM de beneilaming, sin DCCD por 9 minutos. Enel carril 4 estd la ATPasa
inhibida con 200 puM, por 20 minutos. En el caril 5 estd ln ATPasa preincubada con 200 mM de
heneilamina ¢ inhibida con 200 uM de DCCD, por 7 minutos a 30°C. Después del tiempo de
incubacion indicado para cada condicion, se pasaron las muestras por una colunina de Penelsky y
se realizo su electroloresis, La cantidad de A'TPasa fue de 20 pg por carril,
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3,12 EFECTO DE LIGANDOS FISIOLOGICOS EN LA INAC TIVACION
DE LA ATPasa POR EL DCCD

Como ef cfecto de los nucledfilos no esta completamente claro, y en vista de que no existia
entrecruzamicnto en la inhibicion por DCCD, se decidi6 trabajar en ansencin de nucledfilos, para
estudiar cl efecto de los ligandos sobre la inliibicion de la ATPasa,

En la figura 15y cn Ia tabla 4 se muestran fos resultados de la inhibicion de la ATPasa por el
DCCD en ausencia o en presencia de varios ligandos. Como se puede obscrvar, la ivhibicion
disminuye ligeramente en presencia de Mg-ADP o Mg, lo que sugiere que ¢l o los carboxilos
modificados por DCCD no participan en ¢l pegado del sustrato o def cation. Por otro lado, con ¢l
vanadato se encuentra una buena proteccion, que depende de la concentracion de vanadato y que
alcanza un maximo a 100 M (50%). Sin embargo, debido a que este resultado no es completamente
reproducible, no se trabajo con vanadato en ol momento de Ia marca, Esto se puede atribuir a las

variacionies que hay de preparacion a preparacion.

TABLA 4. EFECTO DE LIGANDOS

Control 20 mM de Mg-ADP 5 mM de Mp?* 100 uM de vanadato
k= 0.114 0.10t 0.105 0.066
% de proteccion H4 8 61.5

La concentracidn del DCCD fue de 200 M.
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Fig. 15 Efecto de los ligandos en la inhibicién de la actividad hidrolitica de la
ATPasa por DCCD. La ATPasa (0.25 mg/ml) se incubé con 50 mM de Mes-KOH, pH 6.5,
100 mM de KCI, 50 mM de NaCl, por 2 minutos, a 30°C ¢n presencia de alguno de los siguientes
ligandos: 20 mM de Mg-ADP + 5 mM de Mg*, 20 mM de Mg-ADP o 100 pM de vanadato, Se
inicid la reaccion con 200 uM de DCCD. Se tomaron alicuotas en los tiempos indicados y se
determing la hidrolisis de ATP.
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3.13 INHIBICION DE LA ATPasa POR DCCD A DIFERENTES VALORES DE plI

Se estudio la inhibicion de Ia ATPasa con 300 pM de DCCD en medios antortiguados a
difercntes pHs. Debido ala gran inestabilidad dela ATPasa a pH cido, no se estudio la inactivacion
por debajo de pH 5.0. Como sucedié con el EDC, Ia inhibicion fue mucho mayor a pH icido que
a pH bésico (figura 16), lo que indica que la forma protonada es la que preferentemente reacciona.
Sin embargo, en el caso del DCCD, la forma desprotonada también recciona con las carbodiimidas,
autque con una constante mas pequeiia. Los datos se ajustaron por medio de regresion no lineal a
la ccuncion : k., = (k,* H+k;*K/K, + H) y sc obtuvo un pK de 6.5. Este valor sugiere que el
carboxilo madificado se enicuentra en un ambiente hidrofébico (oculto), puesto que es mucho mayor
que ¢l pKa de los carboxilos expuestos. Esto concuerda con lo reportado por Cantor y Schimmel
(1980) encuanto a que valores de pKa en residuos ocultos presentan un corrimiento a valores de pH

bdsica.

3.14 DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA EN LA INHIBICION
DE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ATPasa CON “C-DCCD
Ya que ninguno de los ligandos presentd una buena proteccion que sirviese para identificar
al carboxilo modificado, se decidio realizar el experimento en presencia de bencilaming, para
obtener informacion adicional sobre su efecto ¢n la modificacion con DCCD. Con base ¢n fa
condiciones.cinéticas ya establecidas, se modificd a la ATPasa (0.5 mg/ml) con 300 y 200 pM de
“C.DCCD en ansencia y pmsen;:in de 200 mM de bencilaming, por S 'y 2.5 winutos (tiempos cortos)

yl5y8 minutos (tiemyros largos) respectivamente, a 30° C. Las resultados se presentan en
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Fig. 16 Dependencia ded pH en la inhibicién de la actividad de hidrélisis de la
ATPasa por DCCD. A. Curso temporal de inhibicion en la actividad de ATPasa con DCCD
diferentes valores de pH. B, Regrafico de la constante de inactivacion (k) contra el pH. Se uso la
ecuacion no lineak (k,* I + k,* K/ K, + H) para obtener ¢l pKa aparente de 6.5.
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a figura 17. En la parte supcerior se muestran la incorporacion de “C-BCCD con respecto al tiempo
en ausencia y presencia de bencilamina y en la parte inferior se wuestra la refacion de la actividad
residual contra la incorporacion de C-DCCD. De acuerdo con estos resultados, extrapolando al
100% de la inhibicion, se alcanza una incorporacion de Imol de DCCD por mol de ATPasa, en
ausencia de bencilamina, mientras que para el caso en presencia de bencilamina fue de 2 moles de
DCCD por mol de ATPasa. Esto indica que el nucledfilo expone un nuevo sitio que se marca con

DCCD y acelera la inhibicion,

3.15 USQ DE UNA CARBODIIMIDA CON PROPIEDADES FLUORESCENTES

Con la finalidad de identificar la region modificada por el DCCD se emples un analogo
fluorescente, la N-cicloliexil-N'-(4-dimetilaminonaftilcarbodiimida), (NCD-4). La ATPasa se
inhibio a concentraciones de NCD-4 mucho mayores que las usadas con ¢l DCCD, por lo que su
reactividad es mucho menor. Conociendo el efecto de la bencilamina con el DCCD, se incubd a la
ATPasa con bencilamina y ¢l NCD-4. Como puede verse en la figura 18 A, la cinética de inhibicion
a diferentes concentraciones de NCD-4 en presencia de 200 mM de bencilamina es lineal hasta 20
minutos. Cuando las constantes de pseudoprimer orden se graficaron en contra de la concentracion
de NCD-4, se obtuvo una linea recta (figura 18 B). A partirde la pendiente se calculd una constante
de velocidad de segundo orden de 110 M min®. No obstante la baja reactividad de esta
carbodiimida, la ATPasa fue la (inica proteina que se modificd con NCD-4 y mostro fluorescencia
en los geles de poliacrilamida al iluminarlos con una lampara de UV. La ATPasa se extrajo por
electroelucion, se digirio con tripsina y los péptidos se separaron en una segunda electroforesis en

geles con un gradiente de poliacrilamida (4-18%). Aunque la tripsina cono a la ATPasa en varios
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Fig, 17 Estequiometria de la inhibicién por DCCD. A La ATPasa (0.5 mg/ml) se incubo
en 50 mM de Mes-KOH, pH 6.0, 100 mM de KCl, 50 mM de NaCl, en ausencia de bencilamina .
Se inicid la reaccion con 300 M del *C-DCCD. B La ATPasa (0.5 mg/mi) se incub6 en 50 mM
de Mes-KOH, pH 6.0, 100 mM de KCI, 56 mM de NaCl y 200 mM de bencilamina. Se inicio la
reaccion con 200 pM del “C-DCCD. Se tomaron alicuotas a los tiempos indicados para medir
actividad y cuentas totales. C y D Regraficos la actividad residual de la ATPasa contra
incorporacion de moles de DCCD por mol de ATPasa en ausencia y presencia de bencilamina, (La
linea continua se obtiene por un programa de ajuste de curvas).
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péptido marcado con MC-DCCD, para de esta maners, identificar el carboxilo que reacciona con
DCCD en ausencia de bencilamina y los carboxilos que reaccionan con el DCCD en presencia de
bencilamina.

Por otra parte, un punto interesante que atn no se ha explorado, s que en ausencia de
bencilamina la ATPasa se marca con NCD-4, con una intensidad un poco menor, pero sin pérdida
de actividad. Esto abre la posibilidad de monitorear cambios conformacionales en la enzima con

diferentes ligandos e inhibidores.
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Fig. 18 Efecto del NCD-4 sobre la activi
ATPasa (0.25 mg/ml) se incubé con 50 mM de Mes-KOH, pH 5.5, 100 mM de KCI, 50 mM de
NaCl, 200 mM de bencilamina por 2 minutos, a 30°C. Se inicid la reaccion al ailadir diferentes
concentraciones de NCD-4 (100-500 pM). Se tomaron alicuotas y se determind hidrolisis de ATP.
B. Regrifico de Ia constante de inhibicion de pseudoprimer ordenpendiente (k) contra la
concentracion de NCD-4, La constante de velocidad de segundo orden se obtienc de Ia pendiente

de la recta,
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4. Discusion

La ATPasa de H' de la membrana plasimitica de fa levadura se madifica con dos
carbodiimidas. La reactividad de la ATPasa con cada una de ellas dependio de su tipo, de su carga

y de su estructura, asi como de la localizacion del carboxilo en la proteina y de las condiciones

experimentales.

4.1 LA REACTIVIDAD DE LA ATPasa CON LAS CARBODIIMIDAS. El EDC es una
carbodiimida hidrofilica, pequeda y con carga positiva, mientras que et DCCD es una carbodiimida
hidrofdbica, con una estructura voluminosa y sin carga. Por esta razdn, es probable que estas dos
carbodiintidas hayan reaccionado con diferentes carboxitos.

Ambas carbodiinidas produjeron una inhibicion irreversible de la actividad de la ATPasa
de H'. Sin embargo, I concentracion de EDC que se necesitd para inhibirla esta en el orden
milimolar, mientras que para el DCCD fue micromolar. Estos resultados concuerdan con los dwos
de laliteratura. Enla ATPasa de Na-K se ha reportado que se inhibe a concentraciones nilimolares
con una carbodiimida soluble (Pedemonte, 1990), niientras que Gorga, con esta misma ATPasa,
reportd que se inhibe con concentraciones micromolares de DCCD (1990),

Mediante el andlisis cinético se determing la constante de segundo orden para ambas
carbodiimidas, con un valor de 9.9 M min! para ¢ EDC en presencia de nucleofilo y de 420 M
min” para el DCCD. Este pardmetro indica Ia reactividad del residuo que participa en la reaccion;

la del DCCD es por lo menos 40 veces mayor que la del EDC. Este aumento en reactividad sugiere
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que los carboxilos que reaccionan con el DCCD se encuentran en un ambiente mas hidrolfobico.

Al comparar el valor de la constante de velocidad de segundo orden para la inactivacion de
la ATPasa con el EDC con los reportados para la inhibicion de la ATPasa de Na*-K' de rifion de
perro, de 11.1 M min! (Pedemonte, 1986) y de una pirofasfatasa de membrana de bactena
fotosintética, 16.9 M min" (Romero, 1992), se observa que las tres enzinias presentan una
reactividad similar.

Con respecto al DCCD, el valor de la constante de velocidad de segundo orden de
inactivacion para varias enzimas, entre las cuales se encuentran la ATPasa de membrana plasmatica
de Neurospora crassa, la citocromo oxidasa, la transhidrogenasa, ¢l complejo be,, la ATPasa de
Ca" ylaF, dela ATPasa de mitocondria y cloroplasto, va de 10*a 10* M min" (Kluge y Dimroth,
1993). Por otro lado, el proteolipido componente de la parte Fy de la ATPasa F; F, es mucho mias
reactivo, con una constante de alrededor de 10° M'! min” en mitocondria y de 10* M min'* en
bacteria. La razon de esta diferencia en la reactividad no es aun clara. En principio se podria
explicar con base en la hidrofobicidad alrededor del grupo sensible. En el caso de Ia subunidad
de la F; ATPasa, la secuencia de aminodcidos alrededor del residuo de glutémico es hidrofilica, pero
en la subunidad 111 de la citocromo oxidasa es hidrofobica, como en el proteolipido de la ATPasa
Fy F, La gran reactividad del proteolipido podria también deberse a un posible parecido del DCCD
con la cadena lateral de aminodcidos cercanos al glutamico 65, residuo con el que reacciona esta
carbodiimida. Kluge y Dimroth encontraron implicada a una arginina altamente conservada y con
relativa movilidad, que forma un puente polar con el glutamato, el cual s¢ pierde con la
modificacion. Tambicn es posible que las propiedades y caracteristicas de este proteolipido le

confieran tan alta reactividad.
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4.2 LAS CARBODIIMIDAS REACCIONAN CON LOS GRUPOS CARBOXILOS DETLA
ATPasa. Las carbodiimidas, ademas de reaccionar con carboxilos, lo hacen con otros grupos
quimicos, y la reactividad parece depender de la accesibilidad del grupo quimico y de las
condiciones particulares del medio (Kaplan, 1991). En el presente trabajo, s¢ mostré que ia
inhibicion se debia exclusivamente a la modificacion de grupos carboxilo en la proteina. Mediante
¢l uso de un agente que modifica a las cisteinas (MMTS) se descarto [a participacion de ¢stas en fa
inhibicion por carbodiimidas, mientras que con €l uso de la hidroxilamina se descartaron a las
tirosinas, ya que la ATPasa no recuperd su actividad cnando se incubo con este reactivo. Paor otra
parte, expenimentos de simulacién en los que se varian las constantes de velocidad de Jos camirios
que sigue ¢l aducto inestable de O-acilisourea, muestran que la concentracion de este aducto es muy
pequeiia, debido a que se consume ripidamente por la via del rearreglo o al reaccionar con algin

nucledfilo, entre los que se incluye al agua.

4.3 EFECTO DE LOS NUCLEOFILOS. Se ha reportado que en Ja ATPasa de Na'-K" de rifion
de perro, la presencia de nucledfilos evita que el EDC o el DCCD inactiven a [a enzima, ‘io cnal
sugiere que la inhibicion de la ATPasa no se produce por [a modificacion del carboxilo per se, sino
debido a fa formacion de un entrecruzamiento intramolecular entre e} carboxilo activado y un
nucledfilo enddgeno. Por tanto, se concluye que ningutio de los grupos carboxilo modificados son
esenciales para la actividad y que la inhibicion de Iz enzima podria ser consecuencia de 1) una
rigidez de la proteina debido al entrecruzamiento, ¢ cual no permite que los cambios

conformacionales necesarios para su actividad se lleven a cabo, 2) la formacion de)
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entrecruzamiento modifique a un grupo amino esencial para la actividad o 3) el entrecruzamiento
bloquea la entrada del sustrato al sitio activo. Por otra parte, Amler encontrd que en la ATPasa de
Na™-K" derifion de puerco, la inhibicion por EDC no fue prevenida por el ester de etilglicina o por
etilendiamina, pero si por un nucleofilo mas hidrofébico como el ester de etiltirosina.

Los resultados con el EDC muestran que todos los nucledfilos tuvieron un efecto protector
(figura 6). Asimismo, ¢l grado de inhibicion que se presenta con la ATPasa de H debido at
entrecruzamiento s grande, alcanzando un 75%, de acuerdo con los experimentos con
ctifendiamina, que es el nucledfilo que previene completamente ¢l entrecruzamiento, en estas
condiciones, el EDC todavia inhibe a la enzima, lo que indica que hay un catboxilo importante para
la actividad de la ATPasa. El entrecruzamiento producido por el EDC se evidencié por medio de
clectroforesis en un gel de poliacrilamida al 4%, en donde las bandas de alto pese moltecular th se
originaron a partir de la ATPasa corresponden a un dimero, trimero, tetramero y, probablemente,
pentamero.

EI patrén de bandas que se originan por entrecruzamiento por el EDC es muy interesante,
y sugiere que Iz unidad funcional de la ATPasa es probablemente ¢l imonomero, aunque no se puede
descartar un equilibrio mondmero-dimero debido a la presencia det trimero en el gel. Hasta ¢l
momento, ain existe controversia con respecto a la unidad funcional de las ATPasas tipo P de
membrana; por cjemplo, se demostrd, por medio de experimentos de innctivacic')ﬁ por radiacion y
cinéticos, que la ATPasa de Neurospora crassa se encuentra en forma de dimero; sin embargo, por
experimentos de reconstitucion, se encontré que también trabaja como mondmero (Bowman, 1986).

Al usar tos mismos nucleofilos con e} DCCD, se encontro un incremento en fa constante de

inhibicion (figura 12). Este resultado fue muy sorprendente. Sin embargo, ya se conocia que
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algunas aminas hidrofobicas aceleraban la inhibicion por casbodiimida (Pedemonte, 1950). Ademds,
Karner y Lacombe repartaron que Ja inhibicion det subtragmento 1 de la miosing, con una
carbodiimida soluble, se inciementa en presencia del nucledfilo 3-nitro-L-ester de etiltirosina. La
interaccion especifica del nucledfilo con la enzima es una posible explicacion de éste fendmeno. Al
respecto, mediante experimentos cinéticos, se encontro que los nucleofilos interactian de manera
directa con la ATPasa y probablemente ocasionan un cambio conformacional que a su vez podria:
1} aumentar la reactividad del carboxilo modificado, 2) exponer otro carboxilo esencial, o 3)
disparar la reaccion de un carboxilo activado, no esencial, con algin otro residuo esencial, por
cjemplo una lisina. Por otro lado, se obtuvo una explicacion alterna por medio de fa simulacion en
computadora, sin que se incluyera la interaccion especitica entre el nucieofilo y la ATPasa. El
incremento en lainhibicion se puede explicar, desde un punto de vista mecanistico, si se supone que
1a regeneracion del carboxilo debido al ataque nucleofilico del agua sobre el aducto de O-acilisourca
contribuye de manera significativa a disminuir la velocidad de inhibician, por lo que la adicion de

un nucledfito exdgeno desplaza fa reaccion de este aducto inestable hacia la forma estable e inhibida

de la enzima (esquema 2).

4.4 EFECTO DE LIGANDOS, Eluso de ligandos fue un punto impontaite de estudio durante
la caracterizacion de la modificacion quimica, ya que, en teoria, si los figandos ejercen um
proteccion total, el marcado diferencial de Ja enzima seria la base para identificas el o los residuos
que reaccionan con las carbodiimidas, y por tanto, conocer la localizacian del residuo. Para fa
ATPasa de Na™-K* se ha reportado que la inhibicion por EDC se seduce con Mg?', Na', K', colina

o tris (Pedemonte, 1990), en ese orden de protecciaon, mientras que el ATP no tuvo efecto. Esta
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proteccion no se debe a un incremento en la fuerza idnica, sino al pegado de los cationes en un sitio
especifico. También se encontrd que cuando la enzima estaba fosforilada, disminuia la inhibicion.
Con ADP, Ia ATPasa solo se protegia un 30%. Con esta misma ATPasa, Gorga y col, encontraron
que la inhibicion por DCCD se reducia por cationes monovalentes, con diferente eficiencia,
dependiendo del pH. También se protegié con el Mgy el ATP.

En este trabajo se utilizo un inhibidor competitivo del sustrato, el Mg-ADP y dos inhibidores
no competitivos, el Mg?' y el vanadato. La proteccion fie parcial con ambas carbodiimidas. No
obstante, fa proteccion por vanadato en la inactivacion del DCCD fue buena (40 %), aungue este
efecto no fue muy reproducible, probablemente debido a las diferencias que existan entre las

distintas preparaciones de la ATPasa.

4.5 DEPENDENCIA DE LA INACTIVACION CON RESPECTO AL pll. El pK, para ambas
carbodiimidas se obtuvo al estudiar la inactivacion a diferentes valores de pH.  Se sabe que la
modificacion de los grupos carboxilo se favorece a pIl acidos, por lo que la forma protonada es la
que participa en la reaccion (Koshland, 1967). Los resultados obtenidos con el EDC, en presencia
de un nucleofilo, muestran que la forma que reacciona con el EDC es la protonada, ya que a valores
de pH por arriba de 7.0 la enzima no se inhibe. El pK, aparente del grupo fue de 5.8. Al comparar
este valor con el pK, de la cadena lateral de los residuos individuales del dcido aspértico pK=3.9y
de dcido ghutamico de pK=4.3, en donde no existen interacciones electrostaticas con cargas vecinas,
y con los valores de pK, reportados para estos residuos en una proteina tipica pK= 4.4-4.6, (Cantor,
1980), se encuentra que estd corrido hacia pH bésico, por lo que se puede suponer que el carboxilo

que reacciona con el EDC se encuentre parcialmtente oculto.
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En el caso del DCCD tambicn se determind el pK, aparente. Sin embargo, aunque la forma
protonada del carboxilo fue la mas reactiva, la forma desprotonada tambien reacciono con ef DCCD.
El pK, del grupo fue de 6.5, lo que indica que probablemente se encuentre en un lugar oculto,
hidrofobico, ya que en éstos casos, los carboxilos tienden a presentar un corrimiento de su pK, hacia

¢l lado alcalino.

4.6 ESTEQUIOMETRIA. Con base en las condiciones cinéticas establecidas, se determing la
estequiometria de la reaccion de la ATPasa con ¢ "C-DCCD en ausencia o presencia de la
bencilamina, Gorga y col. reportaron en la ATPasa de Na-K™ que el HDCCD se unia a la
subunidad « de la enzima y que la incorporacion def inhibidor era independiente de la pérdida de
la actividad enzimatica. Por tanto, concluyeron que la inactivacion de la enzima se producia por la
formacion de entrecruzamiento intemo. Al usar también “C-DCCD se encontrd, tanto en la ATPasa
de Na' -K" como en la ATPasa de Ca*, que la marca era inestable y se perdia, por lo que no era
posible realizar estudios de estequiometria (Pedemonte, 1990).

En contraste con estos reportes, la incorporacion de la marca a la ATPasa, tanto en ausencia
como-en presencia de nucledfilo, fie muy estable, por lo que se pudo someter a electroforesis sin
pérdida aparente de la marca.

Al graficar la incorporacion contra la actividad residual (figura 17) se determing, por medio
de extrapolacion, que en ausencia de bencilamina, la incorporacion de | mol de DCCD por mol de
ATPasa inhiben completamente a la enzima.  Para el caso de Ia inhibicion en presencia de
bencilamina, se encontrd que la incorporacion fue de 2 moles por mol de ATPasa. Esto sugiere que

la bencilamina expone otro carboxilo que esta reaccionando con el DCCD.
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4.7 USO DE UN ANALOGO FLUORESCENTE. El NCD-4 ¢s un analogo fuorescente del
DCCD. Este no presenta fluorescencia en solucion acuosa, sin embargo, al reaccionar con la
ATPasa fluoresce. A pesar de que se ha reportado una baja reactividad comparada con el DCCD
(Pringle, 1985), ha sido muy empleado en la identificacion de carboxilos modificados por DCCD
en mitocondria de bovino (Pringle, 1985), en la ATPasa de Ca®* (Thomas, 1984; Inesi, 1991;
Merino, 1995), en el citocromo b en mitocondria de levadura (Wang, 1995). En todos cllos se ha
encontrado que el carboxilo que se marca es el mismo que reacciona con el DCCD.

Se utilizo el NCD-4 con el fin de obtener las condiciones para el aislamiento y fa
secuenciacion delt péptido con la marca radiactiva. Por otro lado, es importante conocey si ef NDC-4
reacciona con el mismo carboxilo que et DCCD, por fo que se realizard también la secuenciacion

del péptido con la marca fluorescente.

4.8 PERSPECTIVAS., Para identificar los residuos modificados con EDC, el enfoque més
apropiado seria utilizar un nucledfilo radiactivo, ya que gran parte de fa inhibicion se debe a
entrecruzantiento.  El mejor nucleofito fue fa etilchiamina; sin embargo, ¢sta no se encuentra
disponible en forma radiactiva. El empleo de otro nucledfilo radiactivo tiene los inconvenientes de
que solo eliminamos parte del entrecruzamiento, y de que la concentracidn de nucledfilo en el
experimento es muy grande. Una posibilidad seiia tratar de identificar estos residuos mediante uso
de mutantes,

Finalmente, para ¢l caso det DCCD, se empled un analogo (luorescente, el NCD-4, para

estandarizar las condiciones del aislamiento y secuenciarcion del péptido marcado con el *C-DCCD.
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También se pretende secuenciar el péptido de 20 kDa marcado con el NCD-4, para averiguar si
reacciona con el mismo carboxilo que el DCCD.

Eluso de agentes quimicos para elucidar las relaciones estructura-funcion en fa bomba de
protones ha contribuido, en los itimos ailos, con importantes y nimerosos datos. Sin embargo, las
ATTPasas activadas por fones son sistemas extremadamente complejos, tanto desde un punto de vista
funcional como estructural, por lo que las conclusiones deben ser tomadas con precaucion, dadas

las limitaciones que la técnica presenta.



5. Conclusiones

Q LaATPasade H' de la membrana plasmatica de Kiuyveromyces lactis es sensible

a inhibidores que reaccionan con grupos carhoxilos,

Q EIEDC, cathodiimida sofuble, inhibe a Ia ATPasa a concentraciones milimolares,

de manena irreversible y con una constante de velocidad de segundo orden de 9.9 M

mint.

Q El DCCD, carbodiimida hidrofobica, inhibe a Ja ATPasa a concentraciones

micromolares, de manera irreversible y con una constante de velocidad de segundo

orden de 420 M min,

D Los nucledfilos disminuyen la constante de inhibicién por EDC, debido a que parte

de ésta es resultado del entrecruzamiento intermolecular,

O Los nucledfilos aceleran la inhibicion por DCCD y experimentos cinéticos

confinnan que existe una interaceion directa de los nucledfilos con la ATPasa, lo cual



se asocia a un cambio conformacional de la protelna.

0 El Mg-ADP, Mg? o el vanadato protegicron parcialmente a la ATPasa, por lo que
ninguno de los carboxilos reactivos se encuentran en [os sitios de reconocimiento de

estos ligandos.

Q El valor del pK, del grupo modificado es aproximado, debido a los problemas de
desnaturalizacion de la enzima. En ambos casos hubo un corrimiento del pK, hacia
“valores de pH bdsicos, lo cual sugiere que estos grupos se encuentran en un ambiente

poco expuesto al solvente.

Q La estequiometria con “C-DCCD fue, en ausencia de bencilamina, de 1 mol de
DCCD por mol de ATPasa, y en presencia de bencilamina de 2 moles de DCCD por
mol de ATPasa.

Q El andlogo fluorescente del DCCD, el NCD-4, permiti6 el establecimiento de la
metodologia para el aislamiento del péptido con marca fluorescente o radiactiva y su

posterior secuenciacion.
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