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RESUMEN 

En la membrana plasmática de hongos y plantas existen A TPasas tipo P que bombean 

protones (H+) hacia el exterior celular (Goffeau, 1981; Serrano, 1981; Pedersen y Carafoli , 

1987). Estas proteínas pueden representar hasta el 15% de las proteínas membranales, y 
6 + 

llegan a encontrarse hasta 10 H -A TPasas por célula. Estas bombas electrogénicas 

consumen cerca del 20% o más del total del A TP celular y transducen en un gradiente de 

potencial e1ectróquimico la energía química proveniente este nucleótido (Goffeau, 1981; 

Serrano, 1988; Portillo, 1989 y 2000; Mason, 1998). Este gradiente electroquímico de 

protones se utiliza en el transporte de iones, metabolitos y nutrientes al interior de las 

células, así como en la regulación del pH intracelular; también ha sido correlacionado con 

las tasas de crecimiento celular, la tolerancia a los metales pesados, así como en la 

respuesta al estrés térmico y salino (Goffeau, 1981; Serrano, 1988; Piper, 1993; Weissman, 

1999; Moskvina, 1999). Aunque se conoce mucho sobre el funcionamiento y la estructura 

de las A TPasas de la membrana plasmática de hongos y de plantas, aún quedan varias 

interrogantes por contestarse, la mayoría de ellas relacionada con la falta de información 

sobre la estructura tridimensional de las A TPasas: se desconoce el mecanismo del 

transporte de los iones a través de las membranas, de la hidrólisis del A TP y de la 

transducción de energía para la generación del gradiente electroquímico de protones 

(Portillo y Serrano, 1989; Miranda y Peña, 1993; Melller, 1996; Pardo, 1999; Morsome, 

2000). Por estas razones, con el fin de obtener mayor información acerca de los residuos 

involucrados en la unión de los ligandos fisiológicos y de los residuos esenciales para la 

actividad de la enzima, se realizaron modificaciones químicas de la H+ -A TPasa de la 

membrana plasmática del hongo hemiascomiceto Kluyveromyces lactis con el inhibidor 

fluorescente NCD-4. 

Los resultados de este trabajo indican que la modificación química de la H+ -A TPasa por 

esta carbodiimida está mediada por interacciones covalentes, es irreversible, depende del 

tiempo y de la concentración del NCD-4, se potencia con los ligandos fisiológicos Mg2+ y 

MgADP y se disminuye con los cationes monovalentes Na+ y K+. Una vez modificada la 

A TPasa con el NCD-4, ésta se inhibe parcialmente y la proteína retiene entre un 60-70% de 
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su actividad. lo cual contrasta con la [nactivación tOlal que produce ct DCCD. Así mismo, 

también se encontró que ambas carbodiimidas reaccionan con grupos carboxilo distintos. 

por 10 que el efecto de tos dos inhibidores es adi tivo. y la interacción de cualquiera de estos 

inhibidores con la enzima no afecta la unión del aIro. La cinética de estado estacionario 

para la proteína modificada y sin modificar por el NCD-4 muestra cambios en las 

constantes cinéticas de la enzima, viéndose afectada la Vrnax principalmente. En conjunto 

estos datos sugieren la participación de por lo menos un grupo carbox ilo (distinto al 

glutámico 129) inmerso en la membrana plasmatica en la hidróli sis del ATP. 
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l. INTRODUCCIÓN 

La membrana plasmática de los hongos y las plantas posee una A TPasa que acopla la 

hidrólisis del A TP con la translocación de protones (H+) a través de la bicapa lipídica. 

Como resultado de su actividad se genera un gradiente electroquímico de protones que se 

utiliza en el transporte de iones, metabolitos y nutrientes al interior de las células y en la 

regulación del pH citosólico. El mecanismo de la bomba de protones se ha estudiado con 

técnicas electrofisiológicas, bioquímicas y de DNA recombinante, pero las estructursa y los 

mecanismos catalíticos de estas proteínas transportadoras de protones están lejos de ser 

bien conocidas. 

En este trabajo se analiza la inhibición de la H+ -A TPasa con una carbodiimida llamada 

NCD-4 (abreviatura de N-cicJohexil-N-(4 dimetil amino-I-naftil) carbodiimida), que se une 

de manera covalente a los grupos carboxilo de la proteína en condiciones de pH cercanas a 

la neutralidad, y que permite identificar a la enzima inhibida con técnicas de fluorescencia. 

Se ha divido la Introducción en 4 partes. En la primera se describe a las membranas 

biológicas -que son el medio natural donde se localiza la H+ -A TPasa-, debido a su 

importancia estructural y funcional para la vida celular. En la segunda se revisa la 

información acerca de la A TPasa de protones (H+) en diferentes hongos, como 

Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa. En la tercera se describe el mecanismo de 

reacción propuesto para el inhibidor NCD-4. En la cuarta se hace referencia al organismo 

utilizado, K/uyveromyces lactis. Finalmente se enumeran los objetivos del trabajo. 

1 La membrana plasmática: el medio de la H+-ATPasa 

La célula es una estructura dinámica con características muy interesantes. Es un sistema 

bioquímico autónomo que se auto propaga, crece, sintetiza macromoléculas complejas y 

transporta sustancias de manera selectiva hacia dentro y fuera de los compartimientos 

celulares. Todas estas actividades requieren energía, por lo que cada célula debe obtenerla a 

partir de sus alrededores y utilizarla para el mantenimiento de sus vías metabólicas 

(Mathews, 2002). 
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El conjunto de las reacciones químicas que posibilitan la vida tiene lugar en el interior de 

las células, las cuales están separadas de sus alrededores por la membrana plasmática. Al 

actuar como barrera fisica, la membrana proporciona integridad estructural a la célula, 

dándole su aspecto y forma, y envolviendo los componentes celulares. Asímismo, la 

estructura de la membrana es responsable de la organización y la separación en 

compartimentos de las actividades bioquímicas que ocurren en las células eucariontes, pues 

forman los límites de los organelos (Boyer, 1999). 

Por otra parte, la membrana plasmática constituye una barrera de permeabilidad altamente 

selectiva, que contiene sistemas de transporte, como son los canales iónicos, las bombas y 

los acarreadores altamente específicos. Estos sistemas son de gran relevancia, pues regulan 

la composición del medio interno. Las membranas controlan también el flujo de la 

información entre las células y su medio, ya que contienen receptores específicos para los 

estímulos externos que están asociados a las cascadas de la transducción de las señales. 

Además, la membrana puede participar en la generación de señales químicas y eléctricas 

(Stryer, 1988). 

Cualquier alteración en la membrana celular tiene repercusiones en la actividad de las 

enzimas que la integran. Asimismo, diversos procesos biológicos, como el desarrollo y el 

envejecimiento, están acompañados por cambios en la estructura de la membrana y en su 

composición (Ahlers, 1981). 

1.1 La estructura y composición de las membranas 

Las membranas biológicas son estructuras laminares asimétricas cuyo grosor puede variar 

entre 60 y 100 A, que forman espacios cerrados entre compartimentos de distinta 

composición. Están constituidas principalmente de fosfolípidos y proteínas. Los 

fosfolípidos se encuentran alineados en una doble capa y proveen el soporte estructural de 

las membranas. Una característica importante de los fosfolípidos es que sus propiedades 

antipáticas favorecen su ensamblaje en el medio acuoso, lo que resulta en la formación de 

una bicapa estable que se mantiene unida mediante interacciones hidrofóbicas. 

Las proteínas que integran la membrana también se mantienen juntas por interacciones no 

covalentes, de carácter cooperativo (Stein, 1986). La relación de pesos proteína : lípido 

depende de la fuente, tipo celular y organelo del cual provenga la membrana, y va de 1: 4 

hasta 4: l . 
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El modelo más aceptado de la estructura y la función de las membranas es el modelo del 

mosaico fluido, planteado por Jonathan Singer y Garth Nicholson en 1972. Este modelo se 

muestra en la figura 1, Y consiste de una bicapa lipídica con proteínas incrustadas, algunas 

en la superficie (proteínas periféricas) y otras atravesando la bicapa (proteínas integrales). 

Singer y Nicholson propusieron que las proteínas se mueven con cierta libertad dentro y 

sobre la bicapa, creando un patrón de mosaico fluido bidimensional, donde los 

componentes tienen libertad de rotar y difundir lateralmente, pero no transversalmente. 

Cadena de 
ollgo5a~rldo d. 
un Gllcollpldo 

Colas hld,rnf"b .. ,. í 
delos6ddo5 
qrosos 

Protelna 
Periférica 

tronsmembronal 

Cadena de 
ollgoso~rldo de 
una Cllcoprotefna 

Protelna Integral 
con cruces 

unido covalent.mente transmembranales 
.. ¡¡pldo5 

Figura l. El modelo de mosaico fluido planteado por Garth Nicholson y Jonathan Singer. Modificado de 

Nelson & Cox (2000). 

Los tres tipos principales de lípidos membranales son los fosfolípidos, los glicolípidos y el 

colesterol. Los fosfolípidos son los más abundantes en las membranas; al ser derivados del 

glicerol se les incluye dentro de los fosfoglicéridos y la molécula fundamental es el ácido 

fosfatídico (figura 2). Se caracterizan por tener regiones sumamente polares, zwiteriónicas 

o con carga neta, además de regiones no polares. 

Los glicolípidos contienen azúcares y son también moléculas anfipáticas comunes en las 

bicapas, estos lípidos tienen a la esfingosina como la molécula primordial en lugar del 

glicerol. El contenido de carbohidratos en la membrana plasmática es normalmente del 5% 

o menos y está representado por glicolípidos y glicoproteínas. Los residuos de 

carbohidratos desempeñan funciones importantes como sitios de reconocimiento celular. 
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El colesterol es un derivado esteroide que modula la rigidez a las bicapas. Es abundante en 

la membrana plasmática de los eucariontes y común en los complejos membranales que 

originan a los organelos, pero es escaso en los procariontes (Stryer, 1995). 

Las membranas poseen igualmente una variedad extensa de lípidos que se encuentran en 

pequeñas cantidades y que aún falta por determinar su importancia estructural y su función 

específica. Todos ellos tienen en común con los lípidos membranales que son entidades 

anfipáticas, es decir, contienen una parte hidrofilica y otra hidrofóbica. 

_ __ 1 __ _ 

. ____ ~~i~_ero_~~~Pid~~ _ ___ :J r --~---------------,I 

! Esfingolípido~ ____ J 

[ Glicolfpidos I 
~=r---1 

r I I Esfingolfpidos JI 
L _ _________ _ 

Figura 2. Los principales lipidos de la membrana plasmática eucariota. Modificado de Nelson & Cox (2000). 

Las propiedades dinámicas de la membrana recaen en las proteínas, las cuales son de 

distintos tipos funcionales, como las enzimas, los receptores y las proteínas de transporte. 

Todas se clasifican dentro de dos grupos generales, dependiendo de su facilidad para 

extraerlas experimentalmente. Si se extraen fácilmente al tratar la membrana con una 

solución salina acuosa diluida, se propone que se localizan en la superficie, que son 

relativamente polares y solubles en agua. por lo que se denominan periféricas. Las 

proteínas que requieren tratamientos más drásticos para su extracción, como el uso de 

detergentes, se denominan proteínas integrales y se conoce que están inmersas dentro de la 

membrana o que la atraviesan (figura 1). 



13 

1.2 El transporte a través de la bicapa 

El transporte de sustancias a través de las membranas biológicas constituye uno de los 

procesos fisiológicos centrales en el metabolismo celular. Esta actividad desempeña un 

papel primordial en los procesos de conservación, transferencia y abastecimiento de 

energía, y también en una amplia gama de fenómenos que van desde la regulación de la 

presión osmótica hasta la transferencia de los mensajes intercelulares. 

En las membranas celulares ocurren dos tipos de transporte de solutos: el transporte no 

mediado, que se da por difusión simple, y el transporte mediado, que es posible mediante la 

acción de proteínas que reciben diversas denominaciones como: permeasas, portadores, 

translocasas o transportadores (Voet, 1995). 

a) 

Anaporte 

· ~ e_sport. 
o · ~ .., 
~ .......-
• ! 
! 

Figura 3 Tennodinámica del transporte a través de las membranas y tipos de transporte. a) El gasto energético que 

ocurre en el transporte a través de las membranas depende de la naturaleza del soluto, de su concentración en 

ambos lados de la membrana, y de la fluidez y espesor de la membrana. La presencia de acarreadores que 

disminuyen el cambio de energía libre de activación en la trans)ocación de la partícula. b) Los transportadores 

se pueden clasificar en cotransportadores y uniportadores, dependiendo de la estequiometría del transporte. 

Modificado de Nelson & Cox (2000). 

La movilización del agua o de pequeños solutos no polares ocurre libremente por difusión 

simple, sin gasto de energía durante el proceso. Estos solutos utilizan vías difusionales que 

responden a los gradientes de concentración, a la naturaleza química (ausencia de cargas), 
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peso molecular, tamaiio y coeficiente de reparto lípido-agua del saluto, además de la 

penneabilidad y espesor de la membran¡¡ (Fanjul. 1998). El cambio de la energía libre que 

sucede cuando difunde una molécula sin carga está dado por: 

aG = RT In Cl/e l 

donde R es la constante de los gases (0.082 alm 1/ K mol g), T es la temperatura en grados 

Kel vin. y e2 le l son las concentraciones molares del soluto en ambos lados de la 

membrana. De esta manera. cuanto mayor es la diferencia de concentraciones, mayor es la 

diferencia de energía libre. 

Cuando el soluto presenta cargas se debe considerar tanto la diferencia del potencial 

eléctrico entre los dos compartimentos dado por el potencial de membrana (6\jJ), así como 

la valencia del soluto z. La ecuación que resulta es: 

aG = RT In el/el + ZF8\11 

donde la capacidad de un electrolito para difundir depende de un gradiente combinado que 

involucra dos componentes, uno químico u osmótico, RT In C2/el, y otro eléctrico zFli\¡l. 

que sumados conforman la diferencia de potencial electroquímico del ión. F representa la 

constante de Faraday. 9000 c I mol, 

1.3 El transporte mediado por proteínas 

Cinco características diferencian al transporte mediado del no mediado: la velocidad. la 

especificidad, la cinética de saturación, la susceptibilidad a la inhibición competitiva y la 

susceptibilidad a la inactivación química (Voet, 1995). 

La translocación de las moléculas polares mediante el transporte activo constituye un 

proceso a menudo ligado a la hidrólisis del ATP o al consumo del gradiente electroquímico 

de un ión, y es posible gracias a la presenc ia de las proteinas de membrana acarreadoras. 

El transporte mediado se clasifica en dos categorías. dependiendo de la termodinámica del 

sistema: 

a) La difusión faci litada, en la que se transporta un soluto a favor de un gradiente de 

concentración. 

b) El transporte activo. si las moléculas se transportan en contra de un gradiente de 

concentración. util izando una fuen te de energía en el proceso. 

Una subclasificación del transpone activo reconoce dos grupos principales: 
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1) El transporte activo primario: si la translocación del sustrato está directamente acoplada 

a una reacción química que proporciona la energía suficiente para mediar el transporte. 

2) El transporte activo secundario: en donde el transporte del sustrato está directamente 

acoplado al gradiente electroquímico de un ión, pero no a una reacción química. 

Dependiendo de la estequiometría del transporte se reconocen tres sistemas, de los cuales el 

más simple es el uniportador, que cataliza la translocación de un solo sustrato a favor del 

gradiente de potencial electroquímico; este es el caso de la difusión facilitada. En el 

simportador se transporta simultáneamente dos moléculas diferentes en la misma dirección, 

de tal forma que la translocación de un so luto está acoplado con la translocación de otro en 

la misma dirección; durante este proceso el gradiente de potencial electroquímico de un ión, 

dirige el movimiento de un sustrato o ión en contra de su gradiente de concentración. Por 

último, en el antiportador se transportan dos especies distintas en direcciones opuestas, de 

tal manera que la translocación de una de ellas está acoplada con la translocación de la otra 

en la dirección opuesta. 

El carácter eléctrico del transporte se especifica como electrogénico o electroneutro, 

dependiendo de si ocurre o no la separación de cargas a través de la membrana. 

2 Las A TPasas 

Dentro de los sistemas de transporte activo más estudiados se encuentran las A TPasas, que 

constituyen complejos enzimáticos altamente electrogénicos. Las A TPasas pertenecen al 

grupo de los transportadores primarios, los cuales tienen la capacidad de transducir en una 

diferencia de potencial electroquímico la energía proveniente de distintas fuentes, como la 

lumínica, la oxidación de nutrientes, la hidrólisis de A TP o de alguna otra molécula 

orgánica de alta energía. 

La diferencia de potencial electroquímico del ión se utiliza en diversas funciones celulares, 

que incluyen la absorción de nutrientes, la secreción, la señalización celular, la transmisión 

de impulsos nerviosos, la excitación/contracción, la homeostasis en los organelos, la 

regulación del pH citosólico y de la composición iónica de la célula y del espacio 

extraceluar. Además, este gradiente participa en el control del volumen, el crecimiento y la 

diferenciación celular (Fillingame, 1980; Goffeau, 1981 ; Malpartida, 1981 ; Scarborough, 

2000; Shilpa, 2002; Okorokova, 2002). 
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Las ATPasas se distinguen por su composición de subunidades. la presencia o ausencia de 

un intermediario fosforilado, por la sensibilidad a inhibidores especificos, por la 

estequiomctria iónl A TP Y por la función fisiológica de sintetizar o hidrolizar ATP, Este tipo 

de transportadores se pueden clasificar en tres categorías principales: P, V Y F (ver figura 

4), dependiendo de su estructura, función y mecanismo de reacción (Pedersen y Carafoli, 

1987). 

Las ATPasas tipo P pueden transportar iones como H·, Na', K' Y Ca2* y se caracterizan 

porque durnnle su ciclo catalítico forman un intermediario covalente fosforilado. un 

aspartit-fosfato ahamente inestable. Son una exlensa familia de proteínas de membrana que 

mantienen la diferencia de potencial electroquímico del ión acoplando la hidrólisis del ATP 

con el transporte de caliones a través de la membrana. Estas enzimas están fonnadas por 

una subunidad principal de aproximadamente 100,000 daltones que contiene el sitio de 

unión del ATP y el sitio de fosforilación. La subunidad catalítica en los mamíferos suele 

eslal' acompañada por proteolípidos de masas moleculares variables, implicadas en la 

regulación de la enzima, pero que están ausentes en las A TPasas tipo P de los hongos y las 

plantas (Chow and Forte 1995; Morsornrne. 2000). Este tipo de ATPasas tiene un pH 

óptimo ácido (5-6.7) y se inhiben con concentraciones micromolares de vanadato, lo que 

pennite distinguirlas de los otros dos grupos de A TPasas. 

Las A TPasas tipo P se subclasifican a su vez con base en el análisis filogenético de las 

secuencias de aminoácidos, y se reconocen varios subtipos dependiendo de su distribución 

en los fila biológicos (Okamura, 2003). 

Las ATPasas de la clase F generalmente translocan protones (aunque algunas bacterias 

halófitas translocan también Na') y se localizan en la membrana plasmática de bacterias, la 

membrana mitocondrial interna y las membranas tilacoidales de los cloroplastos. Son las 

A TPasas más estudiadas y consisten de dos regiones bien definidas, una soluble en agua 

que está. implicada en la actividad catalítica de la síntesis e hidról isis del ATP denominada 

F h Y otra liposoluble, relacionada con la translocación de los protones a uno y otro lado de 

la membrana llamada Fo. Estas enzimas también se conocen como ATP-sintasas. por su 

capacidad de sintetizar ATP durante la respiración o la fotosíntesis. No fonnan un 

intennediario fosforilado, tienen un pH óptimo alcalino (entre 5 y 6.7) Y se inhiben con 

concentraciones nanomotares de venturicidina y oligomicina (Hacinen, 1993). 



ATPasa tipo P 

(a) 

ATPasa tipo V 

(b) 

ATPasa tipo F 

(e) 

17 

Figura 4. Los modelos de los tipos de las A TPasas. a) Las tipo P consisten de un péptido de aproximadamente 

100 kDa que contiene el sitio de fosforilación bien caracterizado; en ocasiones interactúa con polipéptidos 

más pequeflos que tienen un papel regulatorio y/o estructural. b) Las V-ATPasas son las más voluminosas, 

llegan a tener pesos moleculares mayores a 400 kDa, y están compuestas por un número variable de 

subunidades. c) Las F son también multiméricas y están, compuestas por dos segmentos principales 

conectados por dos tallos (b y e). La unidad Fo se ha defmido como el conducto por donde fluyen los protones 

hacia uno y otro lado de la membrana, mientras la subestructura F 1 contiene el sitio catalítico dentro de la 

subunidad ~. Modificado de Nelson y Cox, 2000. 

Finalmente, las A TPasas tipo V son las más voluminosas, solo translocan protones y al 

igual que las ATPasas tipo F están integradas por dos segmentos bien definidos (Vo y VI). 

Estas enzimas se asocian a organelos diferentes de los cloroplastos, las mitocondrias y el 

retículo endoplásmico, como serian las vacuolas (de aquí la denominación "V"), los 

lisosomas, los endosomas, las vesículas de clatrina, los tonoplastos, los gránulos de 

secreción y las vesículas del aparato de Golgi. En este grupo se incluye una gran variedad 

de enzimas sujetas a una subclasificación más detallada, que se definen por su capacidad de 

traslocar protones, no formar intermediarios covalentes fosforilados, estar integradas por 

múltiples subunidades, ser más activas a pHs neutros (7-7.5), y no ser inhibidas por 

vanadato o por oligomicina, pero sí por agentes como nitratos (por ejemplo KN03 y 

KSCN) y bafilomicina. 
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2.1 Las ATPasas tipo P 

Las A TPasas Tipo P confonnan una familia importante de proteínas membranales, 

presentes en los tres dominios de la vida, Eucariontes, Eubacterias y Archeobacterias 

(Koonin, 1997). Son una parte esencial en el transporte activo de una gran cantidad de 

cationes a través de las membranas. 

Entre los integrantes de las A TPasas tipo P existen diferencias considerables que incluyen 

la especificidad a iones, la masa molecular y la estructura oligomérica (Goffeau, 1981 ; 

Asano, 1992). Las masas moleculares varian ampliamente, desde 72 kDa en transportadores 

de cadmio, presentes en bacterias, hasta 200 kDa para la A TP I-A TPasa de Plasmodium 

(Krishna. 1993). En general, las P-ATPasas de las bacterias tienen masas moleculares 

pequeñas (=70 kDa), mientras que las de eucariontes poseen masas que oscilan entre 100-

140 kDa. No existe homogeneidad en la estructura cuaternaria de las P-A TPasas, pues 

mientras que algunas pueden funcionar como oligómeros, otras parecen trabajar como 

unidades individuales (Bowman, 1981 y 1985; Dame, 1981 ; Lutsenko, 1995; 

Goonnaghtight, 1986). A pesar de que es dificil describir una organización estructural 

común para las A TPasa tipo P, todas comparten regiones similares que les pennite 

distinguirlas de los otros dos tipos de A TPasas. Estos segmentos, que se esquematizan en la 

figura 5, incluyen el sitio de fosforilación Asp-Lys-Thr-Gly-Serffhr, la secuencia Thr-Gly

Glu-Ser/Ala localizado en un punto confonnacional flexible, la secuencia Thr-Gly-Asp-Asn 

que se ha relacionado con el dominio de unión para el ATP, y la secuencia de aminoácidos 

Met-X-Gly-Asp-Gly-X-Asn-Asp-X-Pro, que conecta los sitios de pegado del ATP con el 

segmento transmembranal involucrado en la translocación de los cationes (Lutsenko, 1995; 

Portillo, 2000). 

Asimismo, todas las P-A TPasas comparten un perfil que está orientado predominantemente 

hacia el citoplasma (ver figuras 5, 8, 9 y 10), compuesto por un pequeño extremo amino 

tenninal, un asa hidrofilica que contiene el sitio de unión al ATP, y un extremo carboxilo 

típicamente pequeño. La cantidad de segmentos transmembranales que ligan la enzima a la 

membrana y que están implicados en la fonnación del canal iónico es variable. 

Otra característica común a todas las P-A TPasas es que alternan entre dos confonnaciones 

estructurales, llamadas E 1 y E2, que poseen parámetros cinéticos distintos (Jorgensen and 

Andersen, 1988; M0l1er, 1996). 
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Figura 5. Los dominios comunes a las ATPasas tipo P. El esquema corresponde a la ATPasa de protones de S. 

cerevisiae. La secuencia TGE StA se encuentran en un punto conforrnacional flexible, la región DKTG srr 
corresponde al sitio de fosforilación, la secuencia TGDN se ha relacionado con el sitio de pegado del A TP, Y 

la región MXGDGXNDX marca el punto de unión entre el sitio catalítico de la enzima y el inicio del canal 

iónico. Los cruces transmembranales se enumeran como M 1 a MIO. 

Las A TPasas tipo P suelen subdividirse en dos grupos principales, dependiendo de la 

especificidad a los cationes y el perfil de hidropatía (Lutsenko, 1995). El grupo PI 

transporta metales pesados, como el Cu, el Cd y el Hg. El grupo P2 acarrea una amplia 

gama de cationes mono y divalentes, como el H+, el Na+, el K+, el Mg2+ y el Ca2+. Yen un 

tercer grupo P3 se agrupan a los transportadores que comparten regiones homólogas con los 

otros dos grupos, pero que no funcionan como entidades individuales, sino que son parte de 

complejos multiproteicos, como las bombas de potasio de las bacterias (Altendorf,1992). 

Recientemente se ha incluido a las P-A TPasas en una superfamilia de hidrolasas llamada 

deshalogenasas haloácidas (HAO), en donde se agrupan a las fosfatasas, las isomerasas y 

las fosfotransferasas que comparten sustratos estructuralmente similares, además de 

mecanismos catalíticos y secuencias de aminoácidos homólogas (Aravind, 1998; Collet, 

1997). Algunos aspectos que aún permanecen por resolver en el campo de las A TPasas tipo 

P involucran la descripción del mecanismo mediante el cual los cationes se translocan a 
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través de las membranas y las interacciones entre los sitios de unión a los cationes y el sitio 

catalítico en el cual ocurre la fosforilación de la enzima y la unión del ATP. 

2.2 La H+-ATPasa 

Las A TPasas de protones que se encuentran en la membrana plasmática de los pro ti stas, las 

algas, los hongos y las plantas vasculares, son proteínas politópicas que pertenecen a las 

ATPasas tipo P. Son proteínas integrales de la membrana plasmática que se han 

correlacionado con las tasas de crecimiento celular y que desempeñan un papel central en la 

fisiología de estos organismos (Mason, 1998; Portillo, 1989 y 2000). 

Este translocador de protones altamente electrogénico es el principal componente de la 

membrana plasmática de las células con tasas altas de transporte activo, como las levaduras 

y los tejidos radiculares de las plantas vasculares. En este tipo de tejidos la H+ -ATPasa 

constituye la proteína celular más abundante, ya que representa cerca del 15% del total de 

las proteínas presentes en la membrana plasmática y el 0.3% del total de las proteínas de 

las levaduras. Se encuentran alrededor de 106 enzimas por cada célula (cerca de 104 

A TPasas por micrómetro cuadrado de membrana plasmática), con un número de recambio 

entre 20 y 100 protones por segundo, por lo que el flujo electroquímico que se genera oscila 

entre 105 a 106 protones por segundo en cada micrómetro cuadrado de membrana 

plasmática. Este flujo de H+ es comparable al proceso análogo que ocurre en los 

cIoroplastos y las mitocondrias de eucariontes o en las membranas de bacterias 

fotosintéticas (Serrano, 1988). 

El funcionamiento normal de la enzima consume cerca del 20% o más del total de la 

concentración del A TP celular. En Neurospora crassa el potencial de membrana generado 

por la A TPasa de protones puede tomar valores de hasta -270 m V. El gradiente 

electroquímico que genera la H+ -A TPasa lo utilizan los acarreadores secundarios para 

transportar nutrientes como los aminoácidos y los azúcares, por mecanismos de 

cotransporte con el protón, y se realizan movimientos de cationes como el sodio y el calcio 

por antitransporte con el protón (Goffeau, 1981). 

Asimismo, este gradiente de potencial electroquímico se utiliza en la regulación del pH 

citosólico, el balance osmótico, la tolerancia a los metales pesados como el cobre 

(Weissman, 1999) y la respuesta al estrés térmico (Piper, 1993) y salino (Moskvina, 1999). 
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Figura 6. Los sistemas de transporte en la membrana de K. lactis. La actividad de cada transportador depende en 

gran medida del potencial electroquímico de protones generado por la A TPasa de protones, que es un 

transportador primario. Modificado de Nelson y Cox 2000. 

El mecanismo de acción y el papel fisiológico de la H+-ATPasa se ha estudiado por medio 

de dos enfoques experimentales: 1) la modificación química específica de los aminoácidos, 

con el cual se ha sugerido la participación de algunos residuos en el ciclo catalítico y 2) el 

análisis por mutaciones dirigidas del gen, con el que se ha propuesto el papel de algunos 

aminoácidos en el bombeo de protones y en la hidrólisis del ATP (Portillo y Serrano 1989). 

Ambas técnicas tienen sus limitaciones propias; es decir, no existe ningún agente químico 

específico para un solo aminoácido, y los grupos funcionales que reaccionan con el 

inhibidor puede estar enmascarados por el entorno, por lo que es arriesgado realizar 

aseveraciones precisas, y en ocasiones resulta imposible determinar el número de grupos 

funcionales modificados que participan en la pérdida de la actividad enzimática (William 

and Koshland Jr., 1961). 
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En la mtsma fonna, los análisis por mutagénesis dirigida arrOjan resultados un tanto 

paradójicos con respecto al alto número de mutaciones artificiales que pueden ser toleradas 

con pocos o ningún efecto aparente en las propiedades funcionales de la enzima, lo cual 

contrasta con las altas tasas de conservación de la secuencia de aminoácidos que existe en 

este grupo de proteínas (M0I1er, J 996). 

2.3 La estructura primaria de la H+ -A TPasa 

Las H'"-ATPasas más estudiadas se localizan en la membrana plasmática de Saccharomyces 

cerevisiae y Neu/"Ospora crassa. Ambas enzimas pertenecen a la clase de las P-ATPasas de 

metales ligeros (P2), están incorporadas a la bicapa Iipídica a través de 10 segmentos 

transmembranales, presentan una sola unidad proteica de -100 kDa y carecen de 

proteolípidos de bajo peso molecu lar (Hager,l986; Serrano, 198,; Nakamoto, 1989). 
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Figura 7. La secuencia de los amio<xícidos de la ATPasas de la membrana plasmática de l\". cras.ro. eodiiicada por el g~"11 

PMA1. En rojo se muc'Slrn el aspánico (d) 378 corrc-spondiente al ,iiio de !osforilación. En amarillo la lisina (k) 6 15 Y los 

residuos de aspártico (d) 534. 560, 634 ~ . 638 involucrados con el m= lIli smo de hidrólisis del A TI'. En verde el sitio de 

unión del proíón, aspártico 730. En Violera se colorean Jos aminoilcidos isolcucina (i) 33 J Y 332. v:l1ina (v) 334. iirosin:t 

(y) 69~ \' serina (s) 699. implicados en la tr:lI1slocación del protón. En azul se dcnoul la seri"'l (s) 913 y la Irconina (1) 91~ 

correspondienÍl.""S a los sirios de inhibición de la enzima por mecanismos de foslOrilación. Sc,..'Cut.11cia n .. -por1ad¿1 por Hagcr . 

en 1986. La clave de acceso a la S<."Cu.:ncia de la proleína en la Mcd J..ine <"5 P0703g. 

En la figura 7 se muestra la secuencia de los aminoácidos de la H+-ATPasa de N. cra.\:m . 

La estructura primaria se dedujo a partir de la secuencia de nuc!eótidos del gen PMA 1, 

presente en los genomas de S. cerev/:siae, r. alhicans, Z. rol/xii y N. crassa. Las enzimas de 

S. cerevisiae y de N. crassa tienen 918 y 920 aminoácidos, respectivamente, con masas 

moleculares de 99.7 y 99.9 kDa. Estos valores corresponden con el peso molecular 
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estimado mediante la electroforésis en gel de poliacri lamida en condiciones 

desnaturaJizantes(Serrano, 1988; Hager, 1986). 

Esta proteína lambien se encuentra en Schizosaccharomyces pombe. Candida albicans, 

Klu)!1Ieromyces marxianus y otras hongos. Al alinear las secuencias de los aminoácidos de 

las A TPasas de H' de los hongos se observa que están muy conservadas. Entre las 

secuencias de S. cerevisiae y N. crassa el porcentaje de identidad es de 74%, con solo 238 

residuos diferentes. de los cuales 105 son cambios conservativos. 

La porción central de la proteína tiene una similitud de 83%, mientras la mayor parte de las 

diferencias se localiza en [os extremos amino y carboxilo, con 74 y 42 divergencias 

respectivamente (Serrano, 1988). Pese a ello, cabe mencionar que ambas regiones están 

involucradas en la regulación de la enzima. Los primeros 37 aminoácidos, que contienen la 

secuencia ampliamente conservada DEDElDALlE (residuos 40 a 50) en las ATPasas 

fúngicas, son indispensables para la actividad de la enzima y su inserción dentro de la 

membrana plasmática. Paralelamente, los últimos II ó 18 aminoácidos regulan la actividad 

de la enzima por mecanismos de fosforilación mediados por las proteínas cinasas (Portillo, 

1989y 1991). 

2.4 La topología de la Ir -ATPasa 

El modelo topológico de la A TPasa de protones se muestra en la figura 8. Este modelo está 

basado en el análisis de hidropatía y en las predicciones de la estructura secundaria del 

polipéptido de lOO kDa de N. crasSG. Como se puede observar en las fi guras 5 y 8, la 

mayor parte de la enzima se localiza en la cara citoplasmica de la membrana, y solo una 

pequeña porción de la enzima (más O menos 50 aminoácidos) está expuesta al medio 

externo. La local ización citoplásmica de los extremos amino y carboxilo, asi como la de las 

dos primeras asas hidrofilicas mayores, se comprobó mediante técnicas de unión de 

anticuerpos y experimentos de tripsinólisis (Nakamoto. 1989; Mandala. 1989; Hennessey. 

1990; Scarborough, 1990). La descripción dctallada de la estructura y el funcionamiento de 

la bomba de protones se basa en los datos experimentales de modificación química y 

mutagénesis dirigida (Rao. 1992). 

La región amino terminal es la que menos conserva la estructura primaria y también la que 

más varia en el número de residuos de aminoácidos que la integran. con 34 en los 
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transportadores de potasio de las bacterias, y hasta 115 en las A TPasas de protones de los 

hongos (Serrano, 1988). 

Los segmentos transmembranales M 1 Y M2 que siguen al extremo amino varían en 

longitud, de 20 a 27 y 20 a 21 residuos de aminoácidos respectivamente, y están separados 

entre sí por 5 o 13 aminoácidos. Las siguientes dos secciones que cruzan la membrana (M3 

y M4) están separadas por 7 a 12 aminoácidos y conforman la región más conservada de los 

elementos transmembranales. El segmento M3, que varia de 25 a 28 aminoácidos, contiene 

la secuencia TILLI que se conserva en las A TPasas fúngicas y de bacterias como E. coli 

(ver figura 7, residuos 295 a 299). El M4 (que es la hélice transmembranal más conservada) 

está formada de 26 a 30 aminoácidos, y contiene dos prolinas altamente conservadas en la 

escala biológica. En particular para los hongos, ambas prolinas se incluyen en la secuencia 

PVGLP (residuos 335 a 339 de la figura 7). 

Exterior 
Celular 

Membrana 
Plasmática 

Citoplasma 

MI M2 M3 1114 M5 M6 M7 MI M9 MIO 

Figura 8. El modelo topológico de la A TPasa de protones de N. crassa. Los residuos de los aminoácidos 

conservados en las A TPasas se muestran en diferentes colores. En rojo los 18 aminoácidos conservados en 

158 de 159 P-A TPasas conocidas. En amarillo se denotan los 19 residuos presentes en 97 PrATPasas. 

Finalmente, en azul se ilustran los 77 aminoácidos comunes a las 32 H+-ATPasas caracterizadas. Los cruces 

transmembranales se han sei'lalado como M 1 a MIO. Esquema modificado de Morsome, Slayman and 

GotTeau, 2000. 

El asa citoplásmica principal consiste de 350-450 aminoácidos que alternan en hélices a y 

hojas ~ , y contiene el sitio de fosforilación de la enzima, así como las regiones involucradas 
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en la hidrólisis del ATP. El segmento M5 puede estar formado por 20 a 26 aminoácidos. El 

M6 tiene 20 ó 33 residuos, mientras que M7 y M8 cambian su longitud de 23 a 27 y de 19 a 

30 aminoácidos, respectivamente (Nakamoto, 1989). 

El extremo carboxilo contiene dos secciones hidrofóbicas (M9 y MIO), que varían en 

longitud, y que se ha relacionado con la regulación de la enzima. 

2.5 Los dominios funcionales de la Ir -A TPasa 

Mediante técnicas de microscopía se obtuvo la imagen tridimensional de la H+ -A TPasa de 

N crassa con una resolución de 0.8 nm en la conformación abierta (ver figuras 9b, 9c ylO). 

Este modelo se ha utilizado para la gran mayoria de las P-A TPasas que comparten 10 

segmentos trasmembranales y que exhiben actividad como monómeros (Auer, 1998; 

Scarborough, 2000; Kühlbrandt, 2002). 
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Figura 9. Los dominios funcionales y las hélices transmembranales de la H+ ·ATPasa de N crassa, A) Se dibujan las 10 

hélices transmembranales vistas desde el lado citoplásmico; cada cilindro representa un cruce a través de la membrana y 

se ha numerado de M I a MIO. La barra corresponde a I nm. B) Vista lateral de la enzima en estado abierto (E,), donde se 

observan los 4 dominios citoplásmicos N (de unión del nucleótido), R (regulatoria), P (de fosforilación) y A ( asociada al 

anclaje de la proteína a la membrana), además del dominio membranal (M). Las flechas indican los límites de la proteína 

en la membrana plasmática. e) Vista superior de la enzima, donde se ilustra el posible arreglo espacial de los dominios 

citoplásmicos y sus contactos. Imagen modificada de Sarborough, 2000. 

Con base en la estructura cristalográfica de la A TPasa de calcio del retículo sarcoplásmico 

de conejo, se definieron cinco dominios funcionales en la A TPasa de protones, que 

presentan independencia estructural. Estos dominios son: 

(1) el dominio M, formado por los diez segmentos transmembranales, (2) el dominio R o de 

regulación, que corresponde al extremo carboxilo de la proteína, (3) el dominio P o de 
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fosfori lación, que corresponde a la mayor extensión citoplásmica localizada entre los 

segmentos transmembranales 4 y 5. (4) el dominio N o de pegado del nucleótido y (5) el 

dominio A, que se asocia con una función reguladora y de anclaje a la membrana 

plasmática (Morsomme, 2000; Külbrandt, 2002). 

En la figura 9A se muestra un esquema del dominio M, que representa una cuarta parte de 

la masa de la proteína y que está ampliamente conservado en todas las P-ATPasas. ESlc 

dominio está. integrado por 10 segmentos transmembranales arreglados en estructuras de (X

helicc. Estas hélices están fuertemente aglutinadas en un paquete cerrado donde las 

espirales quedan distanciadas entre 0.8 y 1.3 nm. y cubren un área de aproximadamente 3 

nm x 4 nm si se observan en posición vertical, perpendicular al plano de la membrana. Aún 

cuando las hélices son relativamente rectas. ninguna corre exactamenle perpendicular al 

plano de la membrana; los ángulos de inclinación varían de 5 a 15° en los segmentos M I a 

M5 y M9 Y MIO, mientras que M6. M7 Y M8 tienen un mayor grado de inclinación (16-

22°). El sitio de unión al protón en el dominio membranal está definido por los residuos de 

Asp730 y el Glu80S. Cerca se localizan los grupos polares de los enlaces peptídicos de las 

lIelJl
• lle lJ2 y la Va¡334 pertenecientes al segmento M4, así como los grupos polares de las 

cadenas laterales de la Tyr694 y la Ser699 en la hélice M5. Se ha demostrado por 

experimentos de mutagénesis dirigida que todos estos aminoácidos son esenciales para el 

bombeo de los protones (Morsomme, 2000; Kühlbrandt, 2002). Otros residuos 

ampliamente conservados en el dominio membranal de la H· -ATPasa fungica son la Arg69S, 
la His701 y el GIU I 29

, que también resultan fundamental es para el bombeo de protones. Con 

el GIU I29 se han obtenido resultados contradictorios, pues se ha visto que al modificarse con 

carbodi imidas la actividad de la ATPasa se inhibe, lo que sugiere que este residuo participa 

en el transporte de protones; sin embargo, al realizarse las mutaciones específicas de este 

aminoácido no cambió la actividad de la A TPasa (Sussman, 1987). El acceso más probable 

al s itio de unión del protón en el dominio M de la ATPasa es a través de un canal fonnado 

por residuos con cadenas laterales iónicas y polares que se fonna entre los segmenlos M 1 Y 

M2, en donde se localizan varias glutaminas (Gln) que pueden faci litar el transporte del 

protón. Estos aminoácidos son la Gln lO3 de M I y las Gln l6 1 y Gln l62 localizadas en M2. 

El dominio P también está muy conservado en las P-ATPasas. Aquí se localiza el AspJ78, 

que real iza el ataque nucleofil ico sobre el fosfato y del ATP Y que represenla el sitio de 
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fosforilación de la enzima. Este residuo está flanqueado por los grupos carboxilo de los 

ASp634 y ASp638, que aportan cargas negativas e interactúan con moléculas de agua para 

permitir la ruptura del intermediario acil fosfato. Se piensa que el exceso de cargas 

negativas puede ser estabilizado por la Lis615 (Morsornme, 2000). Dentro de este dominio 

se localizan además los residuos de ASp534 y ASp560 que también participan en la unión del 

A TP, pero que no son esenciales, pues al mutarse sólo cambian la afinidad por el sustrato. 

Este dominio está formado principalmente por hélices a y está conectado con el dominio N 

por dos segmentos adyacentes estrechos (ver figura 8) que permiten una rotación de 73° del 

dominio N sobre el P. 

Dominio de 
pegado del 
nucleotido N 

Dominio de 
Fosforilación P 

Dominio 
Membranal M 

Citoplasma 

Exterior Celular 

Dominio A 

Dominio de 
Regulación R 

Figura 10. El modelo sobrepuesto de la estructura de la H+-ATPasa de N. crassa y la ATPasa de Ca2+ del 

retículo sarcoplásmico, donde se seí'lalan los 5 domin ios conservados de las A TPasas. Imagen modificada de 

KUhlbrandt, 2002. 

El dominio R contiene los residuos de la Ser913 y la Thr 914, que son los sitios potenciales 

de fosforilación por una proteína cinasa. La eliminación de los últimos 11 residuos de 

aminoácidos genera una enzima con caracteristicas cinéticas similares a una A TPasa 

activada por glucosa (Palmgren, 1990; Portillo, 1991; Mason, 1998). Por tanto, se ha 

propuesto que el efecto inhibitorio se debe a que esta región impide el movimiento rotatorio 

del dominio N, restringiendo su movilidad y su interacción con el dominio P. 

La estructura cuaternaria de la A TPasa de protones es un tema no resuelto. Por ejemplo, 

cuando se solubiliza la proteína con detergentes se generan complejos enzimáticos 
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organizados en octámeros y decámeros para la enzima de S. pombe y hexámeros para la de 

N. crassa (Auer, 1998). El tratamiento de la membrana plasmática de N. crassa con 

radiación indica que la unidad funcional de la enzima tiene una masa molecular de 230 

kDa, lo que sugiere un arreglo dimérico de la A TPasa (Bowman, 1985); sin embargo, una 

sola cadena polipeptidica de la A TPasa de N. crassa incorporada en proteoliposomas es 

completamente funcional para la hidrólisis de A TP (Goormaghthigh, 1986). 

2.6 El mecanismo enzimático de la H+-ATPasa 

Las A TPasas de protones son capaces de realizar la hidrólisis del A TP Y la translocación de 

los cationes como entidades individuales, sin presentar estados oligoméricos o con alguna 

otra proteína de la membrana plasmática (Scarborough y Addison, 1984). Para el caso de 

las H+ -A TPasas fúngicas, la estequiometría del transporte es de un protón por cada A TP 

hidrolizado (Mal partida, 1981) 

Estudios cinéticos detallados de la A TPasa han confirmado que el complejo Mg-A TP es el 

verdadero sustrato de la enzima, pero un exceso del Mg2
+ o del A TP provoca inhibición 

(Koland, 1986). La afinidad de la proteína por el magnesio (Kd) depende de la 

concentración de KCI o NaCl, siendo de 10 f.1M en presencia de 25 mM de la sal y de 200 

f.1M en ausencia de la sal. Estas variaciones de la afinidad se asocian con cambios 

conformacionales de la enzima, como lo muestra la disminución en la sensibilidad de la 

enzima hacia el inhibidor N-etilmaleimida (Brooker and Slayman, 1983) y el incremento en 

la fuerza de unión del complejo terbio-formicina trifosfato, análogo del Mg-ATP (Ronjat, 

1987). 

El mecanismo básico de reacción de la H+ -A TPasa consta de 5 pasos principales: 

1) El ciclo comienza con la activación de la bomba mediante una fosforilación 

reversible del dominio R por una proteína cinasa. 

2) Una vez que está activada la enzima (E,), interactúa con el ATP a nivel del asa 

citoplásmica principal, al mismo tiempo que el catión interactúa con el sitio de alta 

afinidad localizado en el dominio M. Ambos contactos con la enzima provocan un 

cambio conformacional en los dominios P y A, que facilitan la formación del enlace 

aspartil fosfato (estado E,P), así como el movimiento del dominio A, que conduce a 

un cambio en el arreglo de los segmentos transmembranales (posiblemente de M2). 
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3) Con la fosforiladón del aspártico 378 en el dominio P y la liberación del ADP, hay 

un cambio conformacional que lleva a la enzima a un estado E2P. Al mismo tiempo 

se reduce la afinidad por el protón en el sitio de pegado (aspártico730), lo cual 

permite la liberación del protón en el lado extracelular. 

4) El enlace aspartil-fosfato se hidroliza y se libera el fosfato inorgánico (E2). 

5) Finalmente, la enzima regresa al estado El- en donde por medio de una proteína 

fosfatasa puede ¡nactivarse o iniciar un nuevo ciclo de hidrólisis del ATP Y 

transporte de los protones a través de la membrana. 

Los detalles de estos pasos principales, así como la naturaleza exacta de los intermediarios, 

es aún materia de debate, pero el esquema general que se muestra aquí (figura 11 ) es el que 

se acepta entre Jos diversos autores, los cua les coinciden en los siguientes puntos: A) que 

hay dos confonnaciones de la enzima que tienen diferencias en la afinidad por los cationes, 

en la estabilidad ténnica y en la sensibilidad a proteasas, B) la posibilidad de fosforilar a la 

enzima y C) la enzima es capaz de ser inhibida con el vanadato (Can!ley,1978; Macara. 

1980; Serrano, 1988; M0l1er, 1996). 

2.7 Regulación de la H+-ATPasa 

Las H+ -ATPasas de hongos y plantas se regulan tanto a nivel transcripcional como a nivel 

postraduccional (Portillo, 1991 y 2000). Por ejemplo. en S. cerevisiae y S. pombe, la 

actividad de la enzima depende de las condiciones de crecimiento (Serrano, 1988). Algunos 

factores que incrementan la ac tividad de la enzima son las fuentes de carbono fennentables 

como la glucosa, la maltosa y la galactosa (Sychrova and Kotyk, 1985). Asimi smo. 

distintos agentes estresantes como las temperaturas supraóptimas, los choques ténnicos, la 

disminución de las fuentes de carbono o de nitrógeno. las altas concentraciones de etanol , 

de metales, de sales o la acidificación del medio de cultivo. se han reportado como 

activadores de la enzima (Eraso. 1987; Benito. 1992; Hemández. 2002). 
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Figura 11 . El mecanismo catalítico de la A TPasa de protones de N. crassa. Esquema modificado de Kahlbrandt, 2002. 

3 Las carbodiimidas 
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Entre los inhibidores que han pennitido describir la importancia funcional y estructural de 

algunos de los residuos de aminoácidos de las A TPasas se encuentran las carbodimiidas. 

3.1 Los inhibidores tipo carbodiimida 

Las carbodiimidas son inhibidores relativamente específicos que se han utilizado 

ampliamente como moléculas "reporteras" para describir la localización e importancia 

funcional de ciertos residuos de aminoácidos en la estructura de las proteínas (Chadwick, 

1985). Este tipo de compuestos tiene la capacidad de reaccionar con los grupos amino, los 

hidroxilo, los sulfhidrilo y los carboxilo; pero en solución acuosa y condiciones de pH 

ácidas, las carbodimidas reaccionan preferentemente con los grupos funcionales carboxilo y 

sulfhidrilo. Los grupos hidroxilo de las tirosinas también pueden reaccionar con las 

carbodiimidas bajo estas condiciones, pero con una velocidad mucho menor que la de los 

carboxilos y sulfhidrilos (Carraway, 1972). 
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El mecanismo de reacción general para las carbodiimidas se ilustra en la figura 12. 

Comienza con la interacción de los grupos carboxilo presentes en la proteína (1) con la 

carbodiimida, lo cual conduce a la fonnación de un intennediario altamente inestable 

llamado O-acilurea (11). Este grupo carboxilo activado, que fonna parte del aducto 

transitorio, puede seguir diferentes caminos: si existe un agente nucIeófilo, como una 

molécula de agua, el grupo carboxilo se regenera y se produce la urea derivada de la 

carbodiimida (IlI); sin embargo, si el agente nucIeofilico es un grupo amina, se fonna una 

amida y la urea derivada de la carbodiimida (IV). La O-acilurea también puede rearreglarse 

y derivar en una N-acilurea (aducto estable) mediante una transferencia intramolecular del 

grupo acilo (V), o en ausencia de algún nucIeófilo externo, puede reaccionar con grupos 

funcionales vecinos, lo cual puede provocar un entrecruzamiento dentro de la proteína (VI), 

y se libera la urea derivada de la carbodiimida. 

(1) 

(11) 

(111) 
~NH 

HOO~ 2 

o 
R - N = e -NH- R 

1 2 

~NH 
HOO~ 2 

O- .. cllura .. OH 
NUclyefilO ~ + RNH2 

o 

" 
R~e:::e::cI::-R2 HOO ~"o NH2 

del c .. rboKllo ~ 
(IV) 

NH 
R 
+ 
O 

" R-HN - C - NH-R 
1 2 

~NH 
HOO~ 2 

(V) N-R 
I 2 
C =O 
I 

HN-R1 

N- .. cllura .. 

(VI) 

Fonnaaon oe un enlace amida Re .. rreglo con 1 .. ClIrbodlmld .. 

o 
" R- HN - C - NH - R 

1 2 

Entrecruzamiento 

Re .. ccl6n con 
nucle6filos 
vedno5 

Figura 12. Esquema general de la reacción química de las carbodiimidas con una protefna. La formación del 

intermediario O-acilurea (altamente inestable) origina variantes como productos de la interacción qufmica. 
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Un ejemplo de un inhibidor de esta naturaleza es la N,N' -diciclohexilcarbodiimida 

(DCCD), que se ha utilizado para estudiar la traslocación de protones en varias A TPasas, 

citocromos y transhidrogenasas. Este compuesto reacciona covalentemente con los grupos 

carboxilos de los residuos de ácido glutámico (en mitocondrias y cloroplastos) o ácido 

aspártico (en el caso de las bacterias) presentes en el proteolípido de bajo peso molecular 

(subunidad c) que forma parte de la porción membranal (Fo) de las ATPasas tipo F. Como 

resultado de la interacción del DCCD con la proteína, el movimiento de los protones a 

través de la porción Fo se bloquea y la actividad de la enzima se inhibe (Fillingame, 1980). 

Se ha propuesto que el DCCD y otras carbodiimidas hidrofóbicas reaccionan con los 

grupos carboxilo inmersos en un ambiente hidrofóbico, ya que las carbodiimidas 

hidrofilicas no inhiben a las A TPasas tipo P localizadas en las membranas plasmáticas 

(Sussman, 1982). En el caso particular de la H+ -ATPasa de N. crassa se identificó al 

residuo de glutámico 129, presente en el primer segmento transmembranal, como el sitio de 

reacción al cual se incorpora de manera covalente el DCCD (Sussman,1987). 

3.2 El inhibidor fluorescente NCD-4 

Con el fin de aprovechar la modificación de las proteínas con las carbodiimidas 

fluorescentes, se ha sintetizado una carbodiimida similar al DCCD, llamada NCD-4 

(abreviatura de N-cyclohexil-N' -( 4-dimethilamino-a-naftil)carbodiimida), cuya formula 

molecular es CI9H22N3 y que tiene un peso molecular de 292.4 urnas; que por sí misma no 

es fluorescente, pero cuando reacciona con los grupos funcionales carboxilo de las 

proteínas, produce un compuesto N-acilurea altamente fluorescente (Chadwick, 1983). 

La forma como reacciona el NCD-4 con la proteína se basa en el mecanismo de las 

carbodiimidas asimétricas con el ácido acético. Este proceso involucra tres pasos, que se 

ilustran en la figura 13. En el primero ocurre la transferencia de un protón del grupo 

carboxilo hacia el nitrógeno más nucleofilico de la carbodiimida. En el segundo ocurre la 

formación de un intermediario O-acilurea altamente inestable. Finalmente en el tercer paso 

se da la producción de la N-acilurea (aducto estable), que involucra al átomo de nitrógeno 

que inicialmente fue el menos nucleofilico y que se ve implicado en la generación del 

producto fluorescente (Chadwick, 1985). 
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Rellrreglo de 111 CIIrbodimidll 
(formación delllducto estllble 
N-acilurell) fluorescente 

Figura 13. El mecanismo de la reacción propuesto entre el inhibidor NCD-4 y los grupos carboxilo. En A se 

forma el complejo inicial de la reacción, en B se ilustra la formación del intermediario O-acilurea, y 

finalmente en C se marca la aparición del reactivo fluorescente N-acilurea que tiene su espectro de máxima 

absorción a 336 nm ±3 nm y su máxima emisión a 418 nm ± 4 nm. Modificado de Chadwick & Thomas 1985. 

Las constantes de inhibición de segundo orden para la A TPasa de Ca2
+ de retículo 

sarcoplásmico de músculo de conejo, indican que el NCD-4 es ligeramente menos reactivo 

que el DCCD. Para el primero la constante de segundo orden es de 130 M- I min-I
, mientras 

que para el segundo es de 430 M-1 min- I
• Esto puede deberse a que el NCD 4 es un 

compuesto más hidrofóbico y voluminoso que el DCCD, y por lo tanto, tiene un acceso 

más limitado a los grupos carboxilo localizados en los segmentos transmembranales 

(Chadwick, 1983). 

4 Kluyveromyces lactis, el organismo de estudio 

El organismo que se utilizó en este trabajo es el hongo levaduriforme K/uyveromyces lactis, 

emparentado filogenéticamente con S. cerevisiae y Schizosaccaromyces Pombe, con los 

cuales comparte las características de ser un organismo eucarionte heterótrofo, capaz de 

formar esporas como medio de propagación y reproducción sexual o asexual. Los tres son 

típicamente amastigotes (carecen de movimiento) en todas las fases de su desarrollo y 

tienen una pared celular compuesta principalmente de celulosa y/o quitina. 

4.1 La ubicación taxonómica del género Kluyveromyces 

Existen por lo menos 6 clasificaciones diferentes para los hongos que se utilizan en 

actividades tan diversas como la industria y el desarrollo de la ciencia, entre las cuales 

resaltan las de Ross (1979), Ainsworth, Deacon y Webster (1980), Alexopulus y Mims 
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(1985), Herrera y Hanlim (1987), Y Herrera y Ulloa (1990). En este trabajo se utiliza la 

clasificación de Teófilo Herrera y Miguel Ulloa que se muestra en la figura 14. En esta 

clasificación, las levaduras K. lactis se localiza en la división Eumycota, clase 

Ascomycetes, subclase Hemiascomycetidae, orden Endomycetales, familia 

Saccharomycetaceae. 

Dentro de la Subdivisión Ascomycotina se localizan los hongos que forman esporangios 

especiales llamados aseas o ascos, en cuyo interior se desarrollan las ascosporas. Este grupo 

se subdivide a su vez en 4 clases diferentes, donde resaltan los Hemiascomycetes, también 

llamados Protoascomycetes, que se caracterizan por su morfología y estructura 

relativamente sencilla, donde es común que el micelio (conjunto de hifas que constituyen el 

talo del hongo) falte por completo, esté muy poco desarrollado o sea más bien una 

estructura pseudomiceliar. Los Hemiascomicetes incluyen a las levaduras típicas, ciertas 

formas con escaso micelio parecidas a levaduras y algunos hongos parásitos de las hojas de 

varias plantas fanerógamas (Herrera y Ulloa, 1998). 

Reino (Phylum): Fungi o Myceteae 

Divisiones: Subdivisión: 

{ 

Protosteliomycetes 
Acrasiomycetes 

Mixomycota Mixomycetes 

Eumyeota 

Lichenes 

Plasmodiophoromycetes 

Subdivisión: Clase: 
Phycomycotina 

Deuteromycotina 

Subclase: Orden: 

{

Aseomyeetes Hemiaseomyeetes Endomyeetales 
Ascornycotina Euascomicetes 

Laboulbeniomicetes 
Loculoascomicetes 

Basidiornycotina 

{ 

Deuterolichenes 
Ascolichenes 
Basidiolichenes 

Familia: Genero: 

Saceharomyeetaeeae Kluyveromyees 

Figura 14. La clasificación para el Reino Fungi, propuesta por Herrera y U lIoa en 1990. Las levaduras K. 

lactis, al igual que S. cerevisiae y Sch. pombe, se localizan dentro de la misma familia : Saccharomycetaceae. 

Esquema modificado de Herrera y Ulloa 1998. 

4.2 El ciclo de vida de K. lactis 

Los hongos Endomycetales se reconocen porque la formación de las aseas se inicia en los 

cigotos, que a su vez provienen de la fecundación de dos células o por partenogénesis de 
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una sola. Los talos (soma o cuerpo fúngico) de las levaduras son unicelulares. La 

fecundación se realiza entre dos gametangios (estructura sexual que contiene las gametas), 

dos ascosporas o dos células vegetativas. Después de la plasmogamia (fusión de 

citoplasmas) sigue la cariogamia (fusión nuclear) sin que haya formación de una célula 

dicarionte. El cigoto puede seguir dos caminos, o se convierte directamente en un asca con 

ascosporas, o por gemación origina células diploides y éstas a su vez generan a las ascas. 

En particular, las levaduras del género Kluyveromyces (donde se incluyen las especies K. 

lactis, K. africanus, K. fragilis y K. polisporus) forman ascas reniformes o crescentiformes 

(en forma de luna creciente), pudiendo ser esféricas u ovales en algunos casos. 

Las levaduras S. cerevisiae y K. lactis pueden crecer como células haploides, dividiéndose 

por gemación, o como células diploides, que se originan a partir de dos células haploides 

con factores sexuales opuestos, que se conjugan formando un cigoto, el cual da lugar a una 

clona diploide. Esta clona se puede dividir mitósicamente y posteriormente llevar a cabo un 

proceso de meiosis para originar una tétrada de ascosporas diploides. El ciclo de vida para 

S. cerevisiae, que pertenece a la misma familia donde se localiza K. lactis, se ilustra en la 

figura 15. 

Células 
somáticas , 

2n 

Meiosis -
Saccharomyces 
cerevisiae - • -. 

Ascas,~. ,Ascosporas- JJ 
n ' n ,j 

/' g ~ 

A ~ , -
~laSmOgam ia y cariogamía 

MitOSIS 
( Gemación) --

¡ Gemación 

D Células 
somaticas 

ti n 

Figura 15. El ciclo de vida de S. cerevisiae, que es una levadura muy emparentada con K. lactis, En ambos 

ciclos de vida se alternan fase haploides y diploides. La ploidía de cada uno de los estadios se indica con n o 

2n. Esquema modificado de Herrera y Ulloa, 1998. 
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4.3 La importa ncia de las levaduras en la investigación biológica 

Se reconoce que las levaduras son microorganismos eucariontes ideales para estudios 

biológicos. Aunque tienen una complejidad genética mayor que las bacterias, muestran 

muchas más ventajas técnicas, lo que permite un progreso rápido. Algunas de las ventajas 

que las hacen de gran interés, son su tasa de crecimiento rápida, Wl ciclo de vida que 

induye gemación (lo cual resulta en células dispersas), la facilidad con la que se aislan las 

células por filtración o centrifugación a bajas velocidades, el bajo costo de los cultivos, la 

resistencia a las contaminaciones, la facilidad para aislar mutantes y su sistema genético 

bien conocido y un sistema de transfonnación versáti1. 

El desarrollo de técnicas microbiológicas de recombinación genética ha hecho de las 

levaduras entidades muy accesibles para la clonación de genes. Se han podido identificar 

genes estructurales por complementación, a partir de bancos de genes en plásmidos. Estos 

plásmidos se han introducido en la levadura como moléculas capaces de replicarse con 

autonomía o por integración dentro del genoma. En las levaduras se ha podido introducir 

también secuencias específicas, dirigidas a localizaciones puntuales en el genoma. y dadas 

las altas tasas de recombinación homóloga dentro del genoma füngico, se han reemplazado 

secuencias particulares del ADN genómico. También se han reemplazado o interrumpido 

los genes silvestres normales originando fenotipos que pueden ser estudiados in vivo, 

permitiendo conocer más sobre la función de las proteínas. En la misma forma. el DNA 

mitocondrial se ha alterado con técnicas bien establecidas en las levaduras como la 

biobalística, lo cual ha permitido un análisis detallado de este organelo celular (Miranda, 

1993). 
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11. OBJETIVOS 

Con base en los antecedentes de la H+ -A TPasa localizada de la membrana plasmática de 

Kluyveromyces lactis y los experimentos de Susman y Slayman con el inhibidor DCCD en 

la A TPasa de N crassa, se plantean los siguientes objetivos: 

Objetivo general 

• Caracterizar el efecto de la carbodiimida fluorescente NCD-4 sobre la bomba de 
+ 

protones (H -A TPasa) de la membrana plasmática del hongo levaduriforme 

Kluyveromyces lactis, de la cepa WM27. 

Objetivos particulares 

• Determinar las condiciones óptimas de pH, temperatura y cationes monovalentes 
+ 

(sales) para caracterizar la inactivación de la H -ATPasa por el NCD-4. 

• Caracterizar el efecto de los ligandos fisiológicos como el Mg
2
+, el ADP Y el 

+ 
complejo MgADP sobre la inactivación de la H -ATPasa por el NCD-4. 

+ 
• Identificar el o los aminoácidos de la H -A TPasa que reaccionan con el inhibidor 

NCD-4. 
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111. MATERIALES Y MÉTODOS 
1 La estrategia metodológica 

La estrategia que se siguió para realizar este trabajo se ilustra en el diagrama de flujo de la 

figura 16, en donde se señalan los pasos seguidos en el método. 

Reactivación 
de la cepa 

-.t 

~ 
Aislamiento 

de la 
Membrana 
Plasmática 

+ + 
Purificación de Purificación de 
la membrana r. la ATPasa con 

con ungradiente un gradiente 
de Sacarosa de glicerol .. .. 
~ Ensayo de la Actividad 

" Determinación de las 
~ondiciones de la estab ilidad 

[ pH Y temperatura] .. 
Inactivación de la ATPasa 

con el inhibidor NCD-4 .. 
IEfecto de los cationes monovalentes 

y los ligandos fisiológicos .. 
I Electroforesis desnaturalizantel .. 

I Uso de fluorescencia para I 
identificar a la ATPasa 

Figura 16. El diagrama de flujo seguido para el desarrollo de la sección de los métodos. Las características de 

cada paso se detallan más adelante. 
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2 La reactivación de las cepas de K. lactis 

2.1 La preparación de los medios líquidos de inoculación y de cultivo 

Las levaduras Kluyveromyces lactis de la cepa WM27, se cultivaron en un medio rico, en 

fase líquida, que es útil para la inoculación primaria de las levaduras y para su cultivo 

posterior. A este medio se le llama YPD por sus siglas en inglés (yeast extract, peptone, 

dextrose). En la preparación de los medios de inoculación (100 mI) y de cultivo (1000 mI) 

se añadieron los siguientes nutrientes a las concentraciones indicadas (p/v): 

Glucosa 2 %. 

Extracto de levadura 

Bactopeptona 

1%. 

1 %. 

Se disolvieron los nutrientes en el volumen correspondiente de agua bidestilada y se 

agitaron vigorosamente, para después esterilizarlos durante 20 minutos a 120° e en una 

autoclave. Posteriormente se enfriaron a temperatura ambiente hasta la inoculación de las 

levaduras. 

2.2 La reactivación de la cepa e inoculación del medio YPD 

Para conseguir la reactivación de K. lactis, se tomaron 500 1-11 de un stock de células 

almacenadas en glicerol a-70° e, y se sembraron en 100 mI del medio de inoculación 

YPD, el cual se incubó durante 24 horas a 30° e en un agitador orbital con agitación 

constante a 200 revoluciones por minuto (rpm). 

2.3 El cultivo de las células 

Al término de las 24 horas de incubación se determinó la absorbencia a 660 nrn de una 

dilución 1: 1 O del medio de inoculación. Posteriormente se sembraron 20 unidades de 

absorbencia en cada litro del medio de cultivo, y se colocó cada matraz en el agitador 

orbital a 30° e durante 22-24 horas, con agitación constante a 200 rpm. En este tiempo las 

células alcanzaron la fase estacionaria de la curva de crecimiento, por lo que los cultivos se 

retiraron del agitador orbital y se dio comienzo a la cosecha de las levaduras. 
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2.4 La cosecha de las levaduras 

Para sedimentar a las levaduras y separarlas del medio líquido, se centrifugaron los cultivos 

a 5,000 rpm durante 6 minutos (aproximadamente 4,620 g), manteniendo la temperatura de 

la centrifugación a 4° C. Cada pastilla se lavó con agua bidestilada y se volvió a centrifugar 

otros 6 minutos a 5,000 g. Todas las pastillas se reunieron en un solo paquete y se 

determinó el peso húmedo de las levaduras. El rendimiento promedio de los cultivos fue de 

I1 gramos de levadura por litro. 

3 La obtención de la membrana plasmática con perlas de vidrio 

Para romper la pared celular de las levaduras, se resuspendieron las celulas en el 

amortiguador Tris-He l 50mM. pH 7.2 (20 mi de amortiguador / 4 gramos de células y 7 ~ I 

de p-mercaptoetanol). La suspensión se incubó durante 10 minutos a 30° e en el bai'lo 

térmico y se centrifugó a 5,000 g durante 5 minutos. 

Por cada 4 gramos de células se aftadieron 20 mi de una sol ución de sacarosa 0.33 M. 

EGT A I mM pH 7.2 Y se resuspendió el paquete. La suspensión de células se transfirió a 

una cámara de homogenización a 40 C y se aftadió un volumen de perlas de vidrio (de 0.45 

- 0.5 mm de diámetro). Segundos antes de comenzar el fraccionamiento mecánico de las 

células en una licuadora especializada (Bead-Beater) , se agregó I mM fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF). disuelto en dimeli l sulfóxido (DMSO). Las células se 

fragmentaron con pulsos de I minuto, alternando con descansos de 60 segundos, hasta 

completar 10 minutos de tratamiento. La suspensión celular resultante se separó por 

decantación de las perlas de vidrio y una pequeña muestra se llevó al microscopio invertido 

(Nikon, DIAphot 300) para verificar la ruptura de las células. La suspensión de células 

rotas se centrifugó a 5.000 rpm durante 5 minutos a 4 oc. Al término de esta centrifugación 

se rescató el sobrenadante y se centrifugó por 30 minutos a 17.200 g a 4 oC para separar la 

fracción mitocondrial. El sobrenadante obtenido se centrifugó de nueva cuenta, ahora por 

45 minutos a 38,720 g a 4 oC. para obtener un paquete de membranas plasmáticas que se 

resuspendió en un volumen mínimo del amortiguador Tris-EGTA ImM pH 7.2. 

Se determinó la concentración de proteína y se cuantificó la actividad de hidrólisis del ATP 

producido por la H' -ATPasa (ambos métodos se describen adelante). 
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4 La purificación de la H+ -A TPasa de K. lactis 

4.1 La purificación de la ATPasa con un gradiente zonal de sacarosa 

Con el fin de obtener una preparación más pura de la membrana plasmática. la preparación 

anterior se sometió a una centri fugación zonal en un gradiente discontinuo de densidad de 

sacarosa. Este tipo de metodología se basa en el comportamiento de las partículas en un 

campo gravil3cional que se genera al aplicar una fuerza centrífuga y permite separar los 

componenles de una muestra (Alberts. el al, 1994; Damell el al , 1990). 

Para realizar la purificación de la membrana plasmática con el gradiente de sacarosa se 

prepararon 100 mi de las siguientes sol uciones: 

Solución A: sacarosa 52% (p Iv) , pH 7.2: 

Sacarosa 

Trizma base 

EDTA 

EGTA 

52 %. 

IOrnM 

ImM 

ImM 

Solución B: sacarosa 74% (pi v), pH 7.2: 

Sacarosa 

Trizma base 

EDTA 

EGTA 

74%. 

¡OmM. 

lmM. 

1 mM. 

De esta forma, la membrana plasmática cruda obtenida luego de la ruptura de las células 

con las perlas de vidrio. se diluyó y se llevó a una concentración final de 5 flglfll de 

proteína con la solución A. Simultáneamente se preparó el grad iente de sacarosa con 1.5 y 

4 mi de las soluciones A y B respectivamente. quedando la solución más concentrada en el 

fondo del tubo. 

La suspensión de membranas plasmáticas se colocó encima de la solución A y se centrifugó 

a 40,000 rpm, durante 4 horas a 4 oC en el rotor 65 Ti. Al término de este lapso se colectó 

la banda que se forma entre las dos soluciones de sacarosa, que corresponde a la membrana 

plasmática; esta se di luyó con la solución EGTA- Tris pH 7.2 y se centrifugó una hora a 
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40.000 rpm en el mismo rotor. La pastilla resultante se resuspcndió en un volumen minimo 

de Tris-EGTA ImM pH 7.2 con glicerol al 10% (v/v). 

4.2 La purificación de la ATPasa con un gradiente zonal de glicerol 

Con el fin de puri fi car a la H' -ATPasa, las proteinas de la membrana plasmática cruda o 

purificada con el gradiente de sacarosa se solubilizaron con desoxicolato (DOC) y 

Zwittergent 3-14 y la H· -ATPasa se aplicó a un gradiente de glicerol. Para ésto, se siguió 

en lo general el método propuesto por Bowman, Blasco y Slayrnan en 1981 (que se 

esquematiza en la figura 17). 

Para purificar la H' -ATPasa, se prepararon las siguientes soluciones: 

Buffer A (3 x): 

KCJ 

EDTA 
Tris-KOH pH 7.5 

Buffer B (1 x): 

KCJ 

Glicerol 

EDTA 

Tris-KOH pH 7.5 

O.6M. 

6mM. 

75 mM. 

O.3M. 

45%. 

2mM. 

25mM. 

Para foonar el gradiente de glicerol se prepararon soluciones de glicerol al 50, 55, 60 Y 65 

% (v Iv), el gradiente se formó colocando 2, 4, 4 Y 6 mi de cada uno de las soluciones de 

glicerol. quedando la más concentrada en el fondo del tubo. 
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Figura 17. Diagrama de flujo del protocolo para la purificación de la A TPasa con un gradiente de densidad 

zonal utilizando soluciones de glicerol. Las muestras llevadas a 2 mg Iml con el buffer A, pueden provenir 

tanto de la rracción membranal cruda (a partir de la extracción de la membrana plasmática con las perlas de 

vidrio) como de la H' -A TPasa semipurificada con el gradiente de sacarosa. 
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La muestra de la membrana plasmática (cruda o purificada con el gradiente de sacarosa), se 

llevó a una concentración de 2 rng/ml (0.02 % plv) con el amortiguador Tris-EGTA 1 mM 

pH 7.2 Y el buffer A. Se añadió lentamente el detergente desoxicolato hasta conseguir la 

concentración de 0.09% (plv) y se incubó durante 10 minutos en hielo con agitación 

constante. Se centrifugó la preparación a 175.000 g a 4 oC durante I hora. Al término de [a 

centrifugación, se determinó el volumen del sobrenadanle y las pastillas se resuspendieron 

en 500 ¡JI del buffer B y se almacenaron en un solo lote a _700 C. Se determinó la 

concentración de [a proteina del sohrenadante y de las pastillas resuspendidas con el buffer 

B. Las pastillas resuspendidas se llevaron a una concentración de proteína de 5 mg/ml con 

el buffer B y se aftadió la asolectina a una relación final de 0.85% asolectina Iproteina (p/p). 

Posterionnente, se aplicó gota a gota el detergente Zwittergent 3-14, hasta conseguir una 

relación de 0.85 mg del detergente por miligramo de proteína, y se mantuvo una agitación 

suave durante 10 minutos a 4 oC, después de los cuales la preparación se centrifugó durante 

una hora a 175,OOOg. Se rescataron los sobrenadan tes e inmediatamente se aplicaron al 

gradiente de glicerol. 

Una vez montados los gradientes se centrifugaron las muestras durante 17 horas a 225,000 

g a 4 oC. Al finalizar la corrida, cada tubo fue fraccionado por aspiración lenta (de arriba 

abajo) en volúmenes de 800 1-11. A cada una de estas fracciones se les detenninó la actividad 

de hidrólisis de ATP y se seleccionaron los tubos con mayor actividad; se reunieron las 

fracciones en un solo lote, se diluyó éste 115 con EGTA-Tris pH 7.2 Y se centrifugaó a 225. 

000 g durante 4 horas a 4 oc. Las pastillas fonnadas se resuspendieron en Tris-EGTA ImM 

pH 7.2 Y glicerol 10% y se almacenaron a - 700 C hasta la detenninación de proteína y el 

ensayo de actividad. 

4.3 Determinación de proteína 

La concentración de proteína se detenninó util izando el método de Lowry y colaboradores, 

modificado por Bensadoun y Weinstein en 1976. Se utilizaron estándares de albúmina de 

suero bovino (BSA) comprados a Sigma Chemical Company. 
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s Determinación de la actividad de la H+ -A TPasa 

La A TPasa de protones de la membrana plasmática de las levaduras cataliza la siguiente 

reacción: 

ATP+nH\" -_ AOP+Pi+nH+." 

en donde el valor de "n" representa la estequiometria de los protones transportados desde el 

interior de las células (inl) hacia el periplasma o exterior (exl) celular, por cada molécula de 

ATP utilizada (H+ IATP). 

Por tanto, se puede determinar la actividad enzimática de la ATPasa por medio de la 

cuantificación del fosfato inorgánico (Pi) que se libera, acoplando el ensayo de actividad al 

método colorimétrico para el Pi , propuesto originalmente por Fiske y Subbarow en 1925 

(ver la sección 5.3 de la metodología). 

5.1 Ensayo de actividad de la ATPasa 

El esquema de la figura 18 muestra la estrategia que se siguió para determinar la actividad 

de la ATPasa. La reacción de hidrólisis del ATP se inició al diluir 25 veces una alícuota de 

1 O ~I de una suspensión de la ATPasa o de la membrana plasmatica del medio de 

incubación, en 250 fll de una solución de ensayo de la ATPasa. que contiene un sistema 

regenerador de ATP. La mezcla se incubó a 30° e por 30-120 minutos y la reacción de la 

ATPasa se detuvo por adición de 50 JlI de acido tricloro acético al 30% (concentración final 

7%, plv) y los tubos se colocaron en hielo para evitar la hidrólisis del ATP. 

Las dos soluciones que se utilizaron en los ensayos de actividad se describen a 

continuación: 

a) Medio de incubación. Una solución acuosa de MES-KOH 50 mM, glicerol al 15% (v/v) 

con el pH ajustado a 6.0. El volumen final de esta solución fue de 130 fll Y la concentración 

de proteína varió dependiendo de la preparación, de 0.6 a 3.4 ~g / fll. 

b) Solución de ensayo de la ATPasa. Esta solución regeneradora de ATP se preparó 

siguiendo la siguiente receta: NazATP 5 mM. MgS04 JO mM, MES JO mM, azida de sodio 

5 mM y fosfoenolpiruvato 5 mM. El pH final de la mezcla se ajustó a 6.0 con hidróxido de 

potasio (KOH). 
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Si bien el medio de ensayo se utilizaba fresco, podía también almacenarse a-4° e en 

alícuotas de 100 o 200 mi, que se iban descongelando conforme se realizaban los ensayos 

de actividad. Al momento de cada ensayo se añadió la enzima piruvato cinasa comercial de 

músculo de conejo (51ll/ml de reacción) al medio de incubación para completar el sistema 

regenerador del ATP, pues los ensayos se realizaron siempre en tiempos largos, de 30 o 

hasta 120 minutos. 

Ensayo de Actividad 
Toma de alicuotas a diferentes 
tiempos 

1111111 
Efecto de 

•"n~·lllgandOS y 
"..... cationes 

monovalentes 

A.'~as~\ Efecto del pH Y 
la temperatu-a 

Medio de ensayo de la 
Medio de incubación 

(30 0 e, ME5-KOH 50 mM pH 6.0) 

[ 

(3~T6,a;~ 6) 
Na~TP, MgSO" MES, azida de 
sodio, fosfoenolpiruvato, PK 

TeA 30% -. Determinación del Pi 
Método de Fiske y Subbarrow 

Figura 18. El ensayo general para determinar la estabilidad y la actividad de la H+ -ATPasa de K. laclis. Tanto 

el medio de incubación como el de ensayo se mantuvieron en el bailo térmico a 30° C. 

5.2 El método colorimétrico para la determinación de Pi 

El fosfato inorgánico (Pi) liberado durante el ensayo de actividad se determinó por el 

método de Fiske y Subbarrow (1925), que se basa en la formación de un complejo de 

molibdato-fosfato (de color amarillo) que al reducirse con el sulfato de p-metil amino fenol 

(ELON) produce una coloración azul. A cada uno de los tubos donde se detuvo la reacción 

de la A TPasa se añadió 1.7 mi de agua bidestilada, 250 III de una solución de molibdato

ácido sulfúrico y 250 III de sulfato de ELON. La mezcla se dejó reposar por 30 minutos a 
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temperatura ambiente. al termino de los cuales se leyó la densidad óptica en un 

espectrofolórnctro a una longitud de onda de 660 nm. Las soluciones para la cuantificación 

del Pi liberado se prepararon en la siguiente forma: molibdato-ácido sulfúrico (aforar a un 1 

litro): molibdato de amonio 50 g. H2S04 111 mi, ddH20: 800 mi. Solución de ELON 

(aforar a I litro): sulfato de ELON 10 g. bisulfito de sodio 30 g. 

6 Estabilidad de la enzima a diferentes 

temperaturas 
Con el fin de caracterizar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima. se 

incubó a la preparación de la ATPasa en el medio de incubación a diferentes temperaturas, 

y a los tiempos indicados se tomaron alícuotas de 10 ~ l que se mezclaron con 250 1-11 del 

medio de ensayo de la ATPasa a 30° e para determ inar la actividad de la enzima. Las 

temperaturas que se ensayaron fueron: 20, 25. 30. 35 Y 40° C. 

7 Estabilidad de la enzima a diferentes pHs 
Para detenninar el efecto de diferentes condiciones de acidez y basicidad sobre la 

estabi lidad de la ATPasa de K. laclis. se conservó la estructura general del ensayo. La 

temperatura se mantuvo fija a 30° C y la ún ica modificación fue el amortiguador del medio 

de incubación de la enzima. que se ajustó a diferentes valores de pH. Para estos 

experimentos. se preparo una mezcla de MES- HEPES que se ajustó con KQH a valores de 

pH de 5. 6. 7 Y 8. La concentración final de cada amoniguador en el ensayo fue de 25 mM. 

8 La inhibición de la A TPasa con NCD-4 

8.1 La preparación del NCD-4 

El NCD-4 es un carbodiimida hidrofóbica que se debe disolver en solventes no polares 

como el dimetil sulfóx ido (DMSQ) o el etanol. por lo que se preparó un stock del inhibidor 

en DMSO a una concentración de 50 }-1M. Esta solución se colocó en un recipiente de vidrio 



48 

(para evitar que la carbodiimida se adsorbiera a las paredes de recipientes de plástico) y se 

almacenó a _700 C. En estas condiciones el compuesto fue estable durante varias semanas. 

A partir del stock de NCD-4-DMSO 50 J.1 M, se prepararon soluciones de NCD-4 JO ¡..1M en 

DMSO o etanol, que se uti lizaron en los experimentos de inhibición de la ATPasa. 

8.2 La ¡nactivac ión de la ATPasa por el NCD-4 

Para caracterizar la ¡nactivación de la H' -ATPasa por el NCD-4, se incubó a la enzima en 

el medio de incubación (MES-KOH 50 mM, pH 6, glicerol 15%) a 30° e, en un volumen 

fi nal de 130 ¡.tI. en presencia de diferentes concentraciones de NCD4/DMSO ó NeO-

4lEtanol. A diferentes tiempos se tomaron alícuotas de 10 III del medio de reacción y se 

mezclaron en 250 ¡.tI de la solución de ensayo de la A TPasa. Los tubos se mantuvieron a 

30° e y sesenta minutos después de iniciada la reacción de hidrólisis del ATP, ésta se 

detuvo con TCA al 30 % a 4 oC. 

8.3 La inactivación de la H-+ -ATPasa por el NCD-4 vs el DCCD 

Con el fin de averiguar si ambas carbodiimidas compiten por uno o más grupos carboxilo 

de la cATPasa de K. faclis, se realizaron ensayos de actividad en los que el tiempo cero del 

curso temporal estuvo marcado por la adición 200 j.lM del NCD4, y a los 1 S minutos se 

añadieron 200 j.lM de DCCD. Se realizaron ensayos complementarios invirtiendo el orden 

en que se añadieron [os dos reactivos, primero el DCCD y luego el NCD4. 

9 La determinación del efecto de los cationes mono y diva lentes 

sobre la inactivación de la H·-ATPasa por el NCD-4 

9.1 Inactivación de la H-+ -ATPasa en presencia de liga ndos fisiológicos 

Los tigandos fisiológicos que se probaron en la inactivación de la H+ -ATPasa por e[ NC04 

fueron el Mg2
+. e l ADP y el Mg-AOP. Todos eltos se agregaron a[ medio de incubación 

antes de ai\adir el NC04. y el tiempo cero de cada curso temporal estuvo marcado por [a 

adición del inhibidor. 
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9.2 El cálculo de las concentraciones de cationes en las soluciones 

Para detenninar las concentraciones totales de los diferentes ligandos que hay que utilizar 

para conseguir las concentraciones de cationes libres en las soluciones de ensayo, se utilizó 

el programa Chelator. En la misma fonna, este programa calcula la fuerza iónica que aporta 

el amortiguador. 

10 La electroforesis en condiciones 

desnaturalizan tes 
La composición de proteínas de cada una de las preparaciones se estudió por medio de la 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes, con geles de acrilamida y bisacrilamida. La 

electroforesis se realizó de acuerdo con el método de Laemmli (1970). El gel separador 

consistió de acrilamida al 10%, bisacrilamida al 0.27%, trislHCI 0.5 M, pH 8.8 y SDS al 

0.1 %. El gel concentrador contenía acrilamida al 4%, bisacrilamida al 0.1 %, trisIHCI 0.125 

M pH 6.8 y SDS al 0.1 %. La polimerización se inició con la adición de persulfato de 

amonio al 0.067 % y TEMED al 0.33 %. El amortiguador de corrida contenía glicina 0.2 

M, tris 25 mM, SDS al 0.1 % y tioglicolato I mM. Los geles se corrieron a 100 V durante 3 

horas y se tiñeron con azul de Coomassie al 0.25%, metanol al 40% y ácido acético glacial 

al 7%. La destinción de los geles se realizó con una solución de metanol al 40% y ácido 

acético glacial al 7%. Los geles se deshidrataron por 3 o cuatro días envueltos en una 

membrana de celofán. El peso molecular aproximado de la proteína se obtuvo al interpolar 

la movilidad electroforética de la A TPasa con la de los estándares de peso molecular. 

10.1 El marcaje específico de la H+-ATPasa por el NCD-4 

Para confinnar el marcaje específico del NCD-4 sobre la H+ -A TPasa, se incubó a la 

membrana plasmática purificada con el gradiente de sacarosa o a la H+-ATPasa purificada 

con el gradiente de glicerol con 200 IlM del NCD-4 durante 45 minutos a 30° C y pH 6. Al 

ténnino de este tiempo la proteína se diluyó 25 veces en una solución acuosa de MES-KOH 

50 mM pH 6, glicerol al 10% (v/v) y se centrifugó la suspensión por 30 minutos a 33, 000 

rpm en el rotor 65 Ti a 4 oc. El sobrenadante se desechó por decantación y la pastilla se 
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resuspendió en 50 ~I de SOS al 0.1% y 20 ,..1 de la mezcla de solubilización (que contiene 

glicerol al 25%, SOS al 5%, azul de bromofenol al 0.02%. ~-mercaptoelanol 14 M Y Tris

He! 0.125 M a pH 6.8). La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizó de 

acuerdo con el método de Laemmli. La fluorescencia de la H' -ATPasa marcada con el 

NCD-4 se detectó con luz ultravioleta y se fotografió el gel en un lrans-i luminador 

convencional. 

10.2 El marcaje de la H+-ATPasa por el NCD-4 vs el DCCD 

Para confinnar que el NCD4 y el DCCD actlian en sitios distintos sobre la ATPasa de 

protones. se incubó la membrana plasmática purificada con el gradiente de sacarosa (40 

mg) con 200 11M de NCD-4. y a los I S minutos de haber iniciado la reacción se añadieron 

200 11M de DCCD. En otro curso temporal se añadieron las mismas concentraciones de las 

carbodiimidas pero se invirtió el orden en que fueron añadidas. Una vez que transcurrieron 

50 minutos de incubación a 300 e y pH 6. se centrifugaron a 33. 000 rpm durante 30 

minutos en el rotor 65 Ti a 4 oc. Se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió 

con 30 ~l de SOS 0.1 % Y enseguida se añadieron 20 ~I de la mezcla de solubilización y se 

corrieron las muestras siguiendo el protocolo de Laemmli descrito arriba ( a 100 V durante 

1 hora) para después ser las vistas las bandas fluorescentes en el transiluminador de 

ultravioleta. 
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IV. RESULTADOS 

El objetivo principal de este trabajo fue caracterizar la inhibición de la bomba de protones 

de la membrana plasmática de Kluyveromyces lactis, por la carbodiimida NCD-4 (N

cycIohexil-N' -( 4-dimethilamino-a-naftil)carbodiimida), que se une de manera covalente a 

los grupos carboxilo de la proteína. Se ensayaron diferentes condiciones de temperatura, 

sales, ligandos fisiológicos y valores de pH, con el fin de determinar si existía uno o más 

grupos carboxilo involucrados en el funcionamiento catalítico de la enzima. Para cumplir 

con los objetivos planteados, en el primer paso se llevó a la membrana plasmática y a la H+

A TPasa a una condición parcialmente purificada, utilizando las técnicas de centrifugación 

en gradientes de densidad zonal formados con disoluciones de sacarosa y glicerol. 

1 La purificación de la membrana plasmática de K. lactis 

1.1 La purificación de la membrana plasmática en un gradiente de 

sacarosa 

La preparación cruda de la membrana plasmática que se sometió al gradiente de sacarosa se 

obtuvo por medio de una centrifugación diferencial, luego de la ruptura de las levaduras 

con las perlas de vidrio. Como se observa en la tabla 1, la purificación de la membrana 

plasmática partió de 23 .8 miligramos de proteína total que exponían una actividad 

específica de 1.6 micromolas de fosfato inorgánico producido por miligramo de proteína 

por minuto. 

Tabla l . Valores de purificación de la H··ATPasa en el gradiente de sacarosa. 

Proteína Actividad Actividad Factor de 

Volumen (1'1) Proteína Total Específica Total (U) Rendimiento Purificación 

(mglml) (mg) (I'moIPi/l'gxmin) (I'moIPi/min) (% ) 

M. P. Cruda 2,000 11.9 23.8 1.56 37.13 100 I 

M. P. Sacarosa 700 8.97 6.27 3.57 22.38 60 2.28 

La detenmnactón de la protema se realizó stgutendo el protocolo modtficado de Lowry. El rendtmtento se 

calculó a partir de los valores de actividad total antes y después de la purificación con el gradiente de 

sacarosa. El factor de purificación o número de veces que se consiguió purificar la proteina, se obtuvo a partir 

de las activ idades especificas de cada muestra. M.P. es membrana plasmática. 
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Al purificar a la membrana plasmática con el gradiente de densidad de sacarosa se 

consiguió una preparación 2.28 veces más pura que la preparación inicial, se conservó el 

26% de la proteína original (se desechó casi un 75% de proteína contaminante) y se obtuvo 

un incremento de casi tres veces en la ac tividad especifica, con un rendimiento del 60% en 

la actividad total de la H~.ATPasa. Las proteínas contaminantes que se separaron pueden 

ser proteínas estructurales de la membrana plasmática o polipéptidos externos a la fracción 

membrana!. que pueden provenir de las fracc iones mitocondriales, microsomales (fracción 

formada principalmente por vesículas del aparato de Oolgi y/o del reticulo endoplásmíco) y 

solubles que sedimentaron de manera conjunta con la fracción de la membrana plasmatica 

durante la centrifugación diferencial (A lberts, et al, I994; Damell et al , 1990). 

Los valores experimentales de la actividad especifica de las preparaciones cruda y de la 

membrana plasmática purificada fueron simi lares a los reportados en la literatura (Bowman 

et al. 198 1: GofTeau and Slayrnan 198 1; Sussman and Slayman, 1982; Broker and Slayman. 

1983 (a y b); Bowman, 1983; Sycnrová and Kotyk, 1985; Koland and Hammes. 1986; 

Eraso and Gancedo. 1987; Serrano. 1988; Velásquez.. 1996; M011er et al, 1996). 

2 La purificación de la H+-ATPasa 

2.1 La purificación de la H+-AT Pasa con gradientes de sacarosa y glicerol 

Con el fin de conseguir preparaciones de la H+-ATPasa con mayor grado de pureza, se 

combinaron las técnicas de centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa y de 

glicerol en un solo protocolo de purificación. Como se observa en la tabla 2, al término de 

la purificación de la membrana plasmática con el gradiente de sacarosa se consiguió una 

preparación 2.58 veces más pura que la inicial. El rendimiento en este primer paso se 

acercó al 50% de la actividad inicial, lo cual contrasta con la proteína que se recuperó al 

fina l del protocolo. que representó apenas el 19.3% de la proteína inicial. La membrana 

plasmática purificada con sacarosa se sometió a un tratamiento con dctergentes y a una 

centrifugación en un gradiente de glicerol. A las diferentes fracciones que se obtuvieron al 

térmi no de la centrifugación en el gradiente zonal de glicerol se les detenninó la actividad 

de ATPasa para seleccionar aquellas que exhibían una mayor actividad. Los resultados de 

estos ensayos de actividad se muestran en la figura 19. junto con los resultados de las 

membranas crudas. en las cuales solamente se ut ilizó el gradientc de densidad de glicerol y 
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no se purificó previamente a la membrana plasmática con el gradiente de sacarosa. Se 

seleccionaron y mezclaron las fracciones 4 a 12, y se centrifugaron para obtener un paquete 

que contenía la mayor parte de la H+ -A TPasa. 

Como se puede ver en la tabla 2, al finalizar este paso la actividad específica de la H+

A TPasa se incrementó en un orden de magnitud con respecto a la muestra original, lo que 

corresponde a un factor de purificación de 10.47. Sin embargo, la cantidad de proteína 

recuperada al finalizar la purificación representó apenas el 0.2% de la proteína total en la 

membrana plasmática cruda, mientras que el rendimiento en la actividad de la H+ -ATPasa 

fue del 5.4%. Estos resultados indican que aún cuando se perdió cerca del 95% de la 

A TPasa en este protocolo, se consiguió una muestra altamente purificada (como se observa 

en el gel de poliacrilamida de la figura 20), pues gran parte de la proteína que se removió 

representa polipéptidos distintos a la H+-ATPasa. 

Tabla 2. Seguimiento de la H+ -ATPasa durante la purificación de la membrana plasmática, en su paso a través de los 

gradientes de densidad de sacarosa y de glicerol. 

Proteína Actividad Actividad Rendimiento 

Volumen Proteína Total Específica Total (U) (%) Factor de 

(1'1) (1'g!1'1) (I'g) (nmoIPi/l'gxmin) (I'moIPi/min) a b Purificación 

M. P. Cruda 6,000 24.4 146.4 1.2 175.68 100 200.59 1 

M. P. Sacarosa 730 38.7 28.251 3.1 87 .578 49.85 100 2.58 

• M. P. DOC 13,500 2.1 28.35 2.57 72.85 41.47 83 .18 ---
• Sobrenadante 13,500 0.46 6.21 0.097 0.602 0.342 0.68 --
·Precipitado 500 42.59 21.295 3.4 72.403 41 .21 82.67 2.58 

(Zwillergent3-14) 

• Fracciones del 7,200 --- --- --- 7.85 4.46 8.96 ---
Gradiente de 

Glicerol 

(Zwillergent 3-14) 

ATPasa-Glicerol 250 0.8488 0.2122 12.57 2.667354 1.518 5.35 10.47 
. . .. 

El rendimiento se divide en dos columnas, en la columna a se toma como referencta la actividad total (U) de 

la membrana plasmática cruda, mientras en la columna b el 100 de actividad corresponde a la actividad total 

de la membrana con el gradiente de sacarosa. Las filas sei'laladas con un asterisco (*) corresponden a los pasos 

intermedios que se obtienen durante el método de purificación de la H' -ATPasa con el gradiente de glicerol. 
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Si se hace un balance del rendimiento de la actividad de la H+ -A TPasa conseguida al final 

de este protocolo, se encuentran valores entre 1.52 y 5.35%, dependiendo que se tome 

como referencia a la actividad total de la muestra cruda o de la membrana plasmática 

purificada con el gradiente de sacarosa, respectivamente, lo que indica que el rendimiento 

de este paso fue muy pobre independientemente de cual haya sido la preparación 

purificada. 
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Figura 19. El perfil de la actividad de ATPasa en el gradiente de glicerol. Con trazos redondos se muestra la 

membrana plasmática cruda y en trazos cuadrados la membrana purificada previamente con el gradiente de 

sacarosa. De cada una de las preparaciones resultaron más de 30 fTacciones diferentes fueron separadas con el 

colector de fTacciones. Para identificar en cuales de ellas se localizaba la actividad de la A TPasa, se tomaron 

alícuotas de cada una de las fTacciones y se realizaron ensayos de actividad acoplados al método colorimétrico 

de Fiske y Subbarow. 

3 La electroforesis de las preparaciones 
Para verificar la presencia de la A TPasa de protones en las muestras que se obtuvieron con 

los dos protocolos, se realizó una electroforésis en un gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes; es decir, en presencia del agente reductor ~-mercaptoetanol y del 

detergente aniónico dodecil sulfato de sodio (SDS). 
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muestra el corrimiento de 50 ¡.tg de los marcadores de alto peso molecular (29, 45, 66, 97.4, 116 Y 205 kOa). 

En los carriles 2 y 3 se colocaron 40 ¡.tg de las preparaciones de membrana plasmática cruda de diferentes 

cultivos. El carril 4 corresponde a 20 ¡.tg de la membrana plasmática purificada con el gradiente de sacarosa. 

En el carril 5 se muestran 15 ¡.tg la A TPasa purificada sólo con el gradiente de glicerol. En el carril 6 aparecen 

15 ¡.tg de la preparación de la A TPasa purificada sucesivamente con los gradientes de sacarosa y glicerol. 

Como puede verse en el gel de la figura 20, a partir de una preparación de membrana 

plasmática cruda con un alto grado de contaminación (carriles 2 y 3), con el gradiente de 

sacarosa se obtienen preparaciones de membrana plasmática purificada en las que la H+

ATPasa es la proteína más abundante (carril 4). En la misma forma, la solubilización de las 

proteínas de la membrana por medio de detergentes, y la purificación con un gradiente de 

glicerol , conduce a un emiquecimiento de la ATPasa de protones (carriles 5 y 6). Esta 

preparación se emplea para los experimentos de la modificación química de la H+ -A TPasa. 
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4 La estabilidad de la H+-ATPasa 
Antes de caracterizar la inhibición de la H+ -A TPasa de K. lactis con el inhibidor NCD-4, se 

estudió el comportamiento de la enzima en el medio de incubación (descrito en la sección 

5.2 de los materiales y métodos). Se probaron diferentes condiciones en las que se varió el 

pH, la temperatura y la presencia de glicerol, etanol o dimetil sulfóxido. En la figura 21 se 

muestra el efecto del glicerol sobre la estabilidad de la H+ -A TPasa; en ausencia de glicerol 

se encontró que ocurría una caída importante en la actividad de la H+ -A TPasa . 

• Glicerol 15 % ... Control 

100 Glicerol 15 %/ NCD-4 300 I'M 
...--
:::R o ---ro 75 
:::l 
'O ... 
(/) 
Q) ..... 50 
'O • • • ro 
'O 
> 25 :.;::; 
O « 

O 
O 10 20 30 40 50 60 

Tiempo (min) 

Figura 21. Ensayo de actividad y modificación química de la H+ -A TPasa en la membrana plasmática 

purificada con el gradiente de sacarosa. La membrana se incubó en presencia de 15% de glicerol (círculos), o 

en presencia de 15% de glicerol y 300 IlM de NCD-4 (cuadros). El control sólo contenía al amortiguador 

MES-KOH pH 6 a 30 oc. 

Esta caída podía deberse a dos factores principales: uno, la inactivación de la enzima 

provocada por las condiciones de la temperatura, el pH y la fuerza iónica entre otros 

factores, o a la degradación enzimática provocada por proteasas presentes en la 

preparación. El segundo factor se descartó, pues las dos preparaciones ensayadas se habían 

tratado previamente con el inhibidor de proteasas PMSF (1 mM), el cual se añadió durante 

la ruptura de las células con las perlas de vidrio, y al finalizar cada una de las purificaciones 

con los gradientes de sacarosa o glicerol. 
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De esta manera, nos enfocamos a estudiar el efecto del glicerol sobre la estabilidad de la 

H+-ATPasa. Se añadieron diferentes concentraciones de glicerol al medio de incubación (5, 

10, 15 Y 20%) Y se encontró que a concentraciones de glicerol mayores al 10% (v/v) se 

incrementaba la estabilidad de la enzima incluso a tiempos de entre 40 a 120 minutos (datos 

no mostrados). Por tanto, se decidió que los ensayos posteriores se realizaran en presencia 

de glicerol al 15% (ver figura 21). 

4.1 El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la H+ -A TPasa 

Una vez que se sabía que la actividad de la A TPasa se mantenía constante a 30° e y pH 6, 

se decidió estudiar la estabilidad de la enzima a diferentes temperaturas y diferentes 

condiciones de pH. Las temperaturas que se utilizaron en los ensayos abarcaron el intervalo 

de 20 a 40° C. 

• 20° e 
• 25° e 

100 ~ 30° e 

- la ~ 35° e 
~ • 40° e o 

ni 75 
::J 
'O 
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ni 
'O 
> .. 
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o 5 10 15 20 25 30 

Tiem po (min) 

Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la actividad de A TPasa de la membrana plasmática purificada con 

el gradiente de sacarosa. Las condiciones del ensayo de estabilidad se realizaron bajo las mismas condiciones 

que la figura 21, es decir, buffer MES-KOH pH 6, glicerol 15%. 



58 

La figura 22 muestra que la actividad de la H+ -A TPasa permanecía constante en cualquiera 

de las temperaturas ensayadas, y no se observaron cambios que indicaran alguna alteración 

de la estabilidad de la enzima. 

4.2 El efecto del pH sobre la estabilidad de la H+ -ATPasa 

Los valores de pH que se probaron estuvieron en el intervalo de 5 a 8. Para conseguir este 

intervalo, se utilizaron soluciones formadas con una mezcla equimolar de 250 mM de los 

amortiguadores MES y HEPES, y se mantuvo fija la temperatura de los ensayos a 30° C. 
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Figura 23 . El efecto del pH sobre la actividad de la A TPasa de la membrana plasmática purificada con el 

gradiente de sacarosa. A pH 5 la inactivación de la A TPasa fue inmediata, la actividad se perdió antes del 

primer minuto de incubación. Estos ensayos fueron realizados a 30 oC y en presencia de glicerol 15%. 

A pH 5 se presentó una inactivación de la enzima dentro del primer minuto de incubación. 

A pH 6, 6.5, 7 y 8 (no se muestran los datos de pH 6.5) se observó que la enzima fue 

estable durante los minutos de incubación y la mayor actividad específica para la H+

A TPasa se registró en el intervalo de pH 6 a 8. Con base en los resultados se escogió la 

temperatura de 30° C de y un pH de 6 para realizar los estudios de inactivación de la 
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ATPasa con el NCD-4. y ver el posible efe<:lo que podían mostrar los solventes (etanol y 

dimeti l sulfóxido) sobre la estabilidad de la enzima. Se debe señalar que aún cuando se 

observó la estabilidad de la enzima en el intervalo de pH de 6 a 8 y por tanto se pudo haber 

escogido cualquier valor dentro de este rango, se escogió el valor de pH 6 para ser 

congruente con los dalOs reportados en la literatura y de esta fonna tener un marco de 

referencia al comparar nuestros resultados. 

4.3 El efecto del etanol y el DMSO en la estabilidad de la H+·ATPasa 

Como el NCD-4 es un compuesto hidrofóbico que se disuelve en etanol o DMSO, se 

estudió el efecto de estos solventes sobre la estabilidad de la H+-ATPasa de la membrana 

plasmática purificada con un gradiente de sacarosa y de la H' -ATPasa solubilizada con 

detergentes y purificada con el gradiente de glicerol. 

Como se ve en la figuras 24A y 248. ninguno de los dos solventes afectó la estabilidad de 

la W·ATPasa a las concentraciones ensayadas (menores a 2%), sin importar cual de las 

muestras fuera la examinada. La actividad de la H+ -A TPasa se mantuvo estable durante los 

primeros 20 minutos de ensayo en cualquiera de las dos preparaciones. La única variación 

que se halló se refirió a los valores de actividad específica, las preparaciones de la 

membrana plasmática purificada con el gradiente de sacarosa (ver figura 22A) presentaron 

actividades entre 3 y 3.7 ,",mol mg'¡ min'¡, mientras que las muestras purificadas con ambos 

gradientes mostraron actividades de 10 a 161lmol mg,l min,l. En la figura 24 B se muestra 

la estabilidad de la enzima en los primeros 20 minutos de ensayo; si n embargo. la enzima 

permanece estable hasta por 40 o 60 minutos bajo las condiciones ensyadas: MES-KOH pH 

6. glicerol 15%. 30 oC (datos no mostrados). 
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Figura 24. A) Efectos del DMSO y del etanol sobre la estabilidad de la ATPasa de la membrana plasmática puriticada 

con un gradiente de sacarosa. B) Efectos del DMSO y del etanol sobre la estabilidad de la H' -ATPasa purilicada con el 

gradiente de glicerol. Ambos ensayos fueron realizados en presencia de glicerol 15%. a 30 oC y MES-KOH pH 6. 
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5 El efecto del NCD-4 sobre la actividad de ATPasa 

Una vez que se detenninó el efecto del etanol y el DMSO sobre las preparaciones de la H'

A TPasa, el siguiente paso fue averiguar el efecto de las diferentes concentraciones del 

inhibidor NCD-4 sobre la actividad de la enzima en cada una de las preparaciones (ver 

fi gura 25). Se examinaron los efectos del inhibidor sobre la W -ATPasa en el intervalo de 5 

a 500 ~M. Los resultados muestran que la inhibición de la ATPasa es función del tiempo y 

de la concentración del NCD-4. Además. la inhibición es parcial en cualquiera de las dos 

preparaciones, [o cual significa que a tiempos largos el porcentaje de inhibición de la H' 

ATPasa producido por el NCD-4 pennaneció constante (ver figura 25B). 

Probando diferentes algoritmos, se encontró que la ecuación matemática que mejor modela 

el efecto del inhibidor NCD-4. sobre la actividad de la ATPasa de protones es la siguiente: 

y:::I YO +AeRo 

De esta forma, una vez conocido el efecto del inhibidor sobre la W -A TPasa. se decidió 

estudiar el efecto de los ligandos fisiológicos y los cationes monovalentes sobre la 

inhibición de la H··ATPasa producida por el NCD-4. para lo cual se seleccionó la 

concentración de 200 ).1M de NCD-4 disuelto en DMSO. aunque la disolución de 200 ).1M 

del mismo inhibidor en etanol arroja los mismos resultados (datos no mostrados). 
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Figura 25 Efecto de diferentes concentraciones del NCD-4 sobre la H' -ATPasa de la membrana plasmática 
purificada con el gradiente de sacarosa (A) y sobre la H' -ATPasa purificada con sacarosa y glicerol (8). 
Ambos ensayos se realizaron en presencia de glicerol 15%, MES-KOH pH 6, a 30° C. La ecuación que se ajusta 
a la inhibición parcial de la por el NCD-4 es Y = YO +AeRo 
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Sin embargo, aunque la H+ -A TPasa se inhibió con el NCD-4, cabía la posibilidad de que el 

efecto parcial se debiera a la degradación del inhibidor en el medio de reacción, por lo que 

se realizó un experimento adicional para verificar el carácter parcial de la inhibición 

producida por el NCD-4 (ver la figura 26), que consistió en modificar a la A TPasa con 200 

flM de NCD-4 hasta que la actividad de la enzima disminuyera en un 30-35%, para luego 

mantenerse constante a partir de los 15 minutos de incubación (ver trazo con círculos); 

transcurrido este tiempo, se añadió una cantidad adicional del inhibidor (200 flM más de 

NCD-4) sin que se observara cambio alguno en la actividad residual, con lo que se 

confirmó el carácter parcial de la inactivación producida por el NCD-4 sobre la H+ -A TPasa, 

y no a la pérdida o degradación del inhibidor. 

1: Control 

1 NCO-4 200 11M + 200 11M 
100 

~. '.-------~ _. __ .. - • ~ 90 '. . • ~ 
¡¡¡ '. ;::, 

'~ + NCD-4 200 11M "C 80 
.~ •.. ,. l 
"C 

70 .-..... ni 
"C --- . ----e 
:?i 
ü 60 oC( 

50 
-5 O 5 10 15 20 25 30 35 40 
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Figura 26. Comprobación del carácter parcial de la inhibición producida por el NCD-4 , La membrana 

plasmática purificada con sacarosa se incubó a 30° C en ausencia de NCD-4 (cuadros) o en presencia de 200 

¡lM de NCD-4 (círculos), por un tiempo total de 35 minutos. En el último experimento se inició la reacción de 

inactivación ai'ladiendo 200 ¡lM de NCD-4 y a los 15 minutos se realizó una segunda adición de 200 ¡lM de 

NCD-4. 

Con el fin de obtener la constante de velocidad de segundo orden para el NCD-4, se 

realizaron ensayos de inactivación de la H+ -A TPasa con diferentes concentraciones del 

inhibidor. Se obtuvo una relación lineal entre las constantes de inhibición (k) y la 
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concentración del NCD-4, a partir de la cual se calculó una constante de velocidad de 

segundo orden cuyo valor es de 1522 M- 1 min-I_ 
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Figura 27. Curso temporal de la ATPasa a diferentes concentraciones de NCD-4. A) La ATPasa (0.5 mg / mi) 
se incubó con 50 mM de MES-HEPES pH 6.5 por dos minutos. La reacción se inició al ai'ladir las 
concentraciones de 100, 200, 300 Y 400 IlM de NCD-4. B) Gráfica de la constante de inactivación de 
pseudoprimer orden (k) contra la concentración de NCD-4. La constante de segundo orden se obtiene de la 
pendiente de la recta. 



65 

Es interesante constatar que este valor es 3.6 veces mayor que la del DCCD, Velásquez, en 

1996 encuentra un valor para la constante de segundo orden de 430 M- I min -1 con la H+

A TPasa de K. lactis. Con el fin de conocer el efecto del NCD-4 sobre las constantes 

cinéticas de la A TPasa de protones, se estudió la cinética de estado estacionario de la 

proteína sin modificar y modificada con 200 ~M del NCD-4. La figura 28 muestra que la 

modificación de la H+-ATPasa con el NCD-4 disminuye principalmente la Vmax. 
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Figura 28. La cinética de estado estacionario de la H' -A TPasa purificada con el gradiente de sacarosa. La Km 

para la A TPasa sin modificar es de 2.67 y la Vmax de 6.3; mientras para la A TPasa modificada fueron 1.12 y 

1.85 para la Km y Vmax respectivamente. La concentración de NCD-4 con que se incubó la membrana fue de 

200 11M durante 40 minutos, al término de los cuales se centrifugo a 35, 000 en el rotor 65 Ti . 

6 La determinación del carácter irreversible de la modificación 

química 

En la literatura está ampliamente reportado que las carbodiimidas reaccionan 

covalentemente con las proteínas, pues se unen de manera covalente a distintos grupos 

funcionales del polipéptido, como son los grupos carboxilo y sulfhidrilo (Carraway, 1972; 

Fillingame, 1980; Sussman, 1982; Chadwick, 1983; Chadwick, 1985; Sussman, 1987). Con 

el fin de averiguar si la formación del complejo enzima-inhibidor se debía a la aparición de 
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un enlace covalente, se realizó un experimento en el que se estudió la recuperación de la 

actividad de la H+ -A TPasa al diluir el inhibidor. 

• I : 
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NCD-4 200 ~M (concentración inicial) 
Actividad después de la dilución (NCD-4 15.38 ~M (concentración final» 
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... 
• 
• ........... • • • • 
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Figura 29. Modificación química irreversible entre el NCD-4 y la H+-ATPasa de K lactis. La ATPasa 

purificada con el gradiente de glicerol se modificó con 200 ~M de NCD-4, se incubó a 30° C y pH 6, a los 20 

minutos de haber iniciado la reacción con la carbodiimida, se diluyó 100 veces la preparación en la solución 

de la H+ -A TPasa y se determinó la liberación de Pi (hidrólisis del sustrato MgA TP) acoplando el curso 

temporal al método colorimétrico de Fiske y Subbarrow. 

En una primera etapa se incubó a la enzima con 200 ¡.tM de NCD-4 y para los 20 minutos la 

actividad de hidrólisis de la H+ -A TPasa había disminuido en un 50 % Y se mantuvo 

constante (ver figura 29). En la segunda parte del experimento, la proteína modificada con 

el NCD-4 se diluyó en la solución de ensayo de la H+ -A TPasa y se mantuvo en hielo. Con 

esta dilución, la concentración final del NCD-4 fue de 20 ¡.tM; a diferentes tiempos se 

tomaron alícuotas de 250 ¡.tI que se colocaron en el baño a 30° C y se les determinó la 

hidrólisis del MgATP. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 29, 

donde se observa que la modificación química de la H+ -ATPasa producida por el NCD-4 es 

irreversible (ver círculos), ya que la inhibición de la enzima por la carbodiimida no se 

revierte cuando el sistema se diluye para disminuir la concentración del NCD-4. Si la 

interacción entre la A TPasa y la carbodiimida fuera a través de interacciones no covalentes, 

al diluir las muestras se observaría la recuperación de la actividad de la enzima. Otra 
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evidencia de que la modificación química que produce el NCD-4 sobre la A TPasa de 

protones es covalente, proviene de la electroforésis en condiciones desnaturalizantes de las 

preparaciones de la H+-ATPasa y de la membrana plasmática marcada con NCD-4 (figura 

30). En este gel se observa que la unión del compuesto se lleva a cabo predominantemente 

sobre la H+-ATPasa, y que el inhibidor se desplaza de manera conjunta con la proteína aún 

en las condiciones desnaturalizantes en las que se realizó la electroforesis. 

Pozos --+ 

Interfase entre 
el gel concentrador--+ 
y separador 

Banda de 100 kDa --+ 
(H+·ATPasa) 

H+.ATPasa Membrana 
Plasmática 

~--~--~~--~.----~ 

Figura 30. Electroforesis desnaturalizante de la H+ -A TPasa modificada por el NCD-4. Aún cuando gran parte 

de la enzima no alcanzó a entrar al gel concentrador (pues se formaron agregados de la H+ -A TPasa que no se 

disolvieron con ¡3-mercaptoetanol y SDS 0.1 %), en la proteína que alcanzó a penetrar el gel concentrador y el 

separador se observa que una sola banda (que corresponde a la H+-ATPasa - 100 kDa) presenta fluorescencia 

que corresponde al inhibidor. En cada carril se corrieron 50 ¡¡g de proteína. 

7 El efecto de los ligandos fisiológicos sobre la inhibición de la 

ATPasa por NCD-4 

Los ligandos fisiológicos que se probaron para caracterizar la inhibición de la H+ -A TPasa 

con el NCD-4 fueron el Mg2+, Mg-ADP Y ADP. Cuando se ensayó el catión divalente 

Mg2+, se encontró que la inactivación de la enzima por el NCD-4 se incrementó (ver figura 

31), probablemente debido a que el catión Mg2+ induce cambios conformacionales que 
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facilitan la entrada del NCD-4 a un sitio hidrofóbico, donde se localiza el o los grupos 

carboxilo que reaccionan de manera covalente. En forma similar, el complejo Mg-ADP 

potenció la inactivación de la H+ -A TPasa por el NCD-4. En contraste con lo anterior, el 

ADP no afectó la cinética de inactivación de la H+ -A TPasa por la carbodiimida, resultado 

que se puede explicar debido a que la especie que se une a la enzima es el complejo Mg

ADP como inhibidor competitivo (datos no mostrados). 
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Figura 31. Efecto de diferentes concentraciones de Mg2+ sobre la inhibición de la H + -A TPasa por NCD-4. Las 

condiciones de ensayo son similares a los experimentos anteriores: glicerol 15%, MES-KOH pH 6, 30 oC. 

8 El efecto de los cationes monovalentes sobre la inhibición de la 

ATPasa por NCD-4 

Contrario al efecto visto con el catión divalente Mg2
+, los cationes monovalentes (que se 

añadieron en forma de NaCI y KCI) mostraron protección contra la inhibición de la H+

ATPasa (ver figura 32). 
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Figura 32. Efecto del K+ y Na+ sobre la inhibición de la H+-ATPasa por NCD-4. Las condiciones del ensayo 

son glicerol 15 %, pH 6, 30 oc. 

9 El efecto del DCCD sobre la A TPasa modificada previamente 

con NCD-4 

Con el fin de averiguar si la inhibición producida por el NCD-4 afecta a grupos carboxilo 

diferentes de los modificados por el DCCD (una carbodiimida hidrofóbica que inhibe 

totalmente a la ATPasa de protones), se decidió realizar dos ensayos de actividad en los 

cuales se observaría el comportamiento de la H+-ATPasa modificada por el NCD-4 frente al 

DCCD. Se esperaba que si las dos carbodiimidas afectan a grupos funcionales distintos, 

entonces el DCCD produciría una inhibición de la W -A TPasa aún cuando ésta hubiese sido 

modificada previamente por el NCD-4. Los resultados de estos experímentos (figura 33A y 

33B) muestran que el NCD-4 y el DCCD reaccionan con grupos carboxilo diferentes, ya 

que el DCCD fue capaz de inhibir a la W-ATPasa modificada con el NCD-4; y también el 

NCD-4 incrementa la inhibición de la proteína modificada con el DCCD. 
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Figura 33. Modificación de la A TPasa por el NCD-4 y el DCCD. A) Se incubó a la ATPasa de la membrana plasmática 

purificada con el gradiente de sacarosa en ausencia (cuadros) o en presencia de 200 11M de NCD-4 (círculos y triángulos), 

en una de las condiciones a los 10 minutos se a~adieron 200 11M de DCCD (triángulos) y se siguió la reacción por otros 

25 minutos. B) Se incubó a la H+-ATPAsa de la membrana plasmática purificada con el gradiente de sacarosa en ausencia 

(cuadros) o en presencia de 2ool1M de DCCD (círculos); en la tercera condicióna los 6 minutos se Madieron 200 11M de 

NCD-4 (triángulos) y se siguió la reacción por 10 minutos más. En ambos ensayos de actividad, se tomaron alícuotas a los 

tiempos indicados para determinar la actividad de la ATPasa. Las condiciones de ambos ensayos fueron glicerol 150/ .. 

MES-KOH pH 6, 30° C. 
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El que las dos carbodiimidas se unen a sitios distintos en la H+ -A TPasa, se confirmó por 

medio de una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en donde en una primera 

etapa se incubó a la enzima con 200 J..lM de NCD-4 y a los 15 minutos se añadieron 200 

J..lM de DCCD. En una segunda etapa del experimento, la proteína fue modificada primero 

con 200 J..lM de DCCD y a los 15 minutos se añadieron 200 J..lM de NCD-4. El resultado de 

esta electroforesis se muestra en la figura 34. 

Interfase entre 
el gel concentrador --fiI

y separador 

Banda de 100 kDa --fiI-

(H+-ATPasa) 

NCD4 
+ 

DCCD 

DCCD 
+ 

NCD4 

Figura 34. La electroforesis desnaturalizante de la membrana plasmática purificada con sacarosa modificada 

con NCD-4 vs DCCD. Carril izquierdo) la H+-ATPasa fue modificada con 200 flM NCD-4 y 200 flM DCCD 

añadido 15 minutos después de haber iniciado la reacción. Carril derecho) la H+-ATPasa se modifica primero 

con DCCD y 15 minutos después se añadió el NCD-4. 
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v. DISCUSIÓN 
Aunque se conoce mucho sobre el funcionamiento y la estructura de las A TPasas de la 

membrana plasmática de hongos y plantas, aún quedan varias interrogantes por contestarse, 

la mayoría de ellas relacionadas con la falta de información sobre la estructura 

tridimensional de la proteína. Así, se desconoce el mecanismo del transporte de los iones a 

través de las membranas, de la hidrólisis del ATP Y de la transducción de energía para la 

generación del gradiente de potencial electroquímico (Pedersen y cols, 1987; Morsomme y 

cols, 2000). También se desconocen las relaciones espaciales que existen entre las 

diferentes regiones de la estructura primaria, la identidad de los aminoácidos que son 

funcionalmente importantes, así como el establecimiento de la estructura terciaria y 

cuaternaria de las ATPasas (Miranda, 1993; Morsome, 2000). De igual forma, falta por 

identificar y determinar el número y la localización espacial de los sitios específicos en 

donde ocurre la unión del A TP y de los cationes fisiológicos. 

Por estas razones, con el fin de obtener mayor información acerca de los residuos 

involucrados en la unión de los ligandos fisiológicos y de los residuos esenciales para la 

actividad de la enzima, se realizaron modificaciones químicas de la H+ -A TPasa de la 

membrana plasmática del hongo hemiascomiceto Kluyveromyces lactis con el inhibidor 

NCD-4. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la modificación química de la H+

A TPasa por esta carbodiimida es irreversible, se potencia con los ligandos fisiológicos 

Mg2+ y Mg-ADP, y disminuye con los cationes monovalentes Na+ y K+. Un dato 

interesante es que al modificarse la H+ -A TPasa con el NCD-4, ésta se inhibe parcialmente y 

la enzima retiene alrededor de un 60-70% de su actividad, lo cual contrasta con la 

inactivación total que produce el DCCD. 

1 La membrana plasmática de K. lactis 

El hongo hemiascomiceto K. lactis se seleccionó por la facilidad que ofrece para cultivarse 

y obtener grandes cantidades de células bajo condiciones de luz, temperatura y medio de 

cultivo sencillos y económicos. Otras ventajas de este hongo son el tiempo de cultivo corto 

y su cómodo manejo y almacenamiento, además de que se obtienen preparaciones con 
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mayor rendimiento de membrana plasmática y mayores actividades específicas de la ¡.!"

ATPasa purificada. en comparación con otros hongos como S. cerevisiue. 

Asimismo, se tiene la estructura primaria del gen PMA I que codifica para la ATPasa de 

protones de K. laclis (Miranda y cols, 1995). la cual muestra homoJogia con las ATPasas de 

C. albicans. S. cerevisiae y Z rouxii, con las que comparte un 93% de similitud y un 85% 

de identidad; las regiones con menos similitud se localizan en el extremo amino terminal 

(Miranda, 1995), lo cual sugiere diferencias en la regulación de la H~ -ATPasa en cada una 

de las especies. Por el contrario, la alta similitud sugiere que todas estas enzimas deben 

poseer estructuras secundarias muy parecidas y que el arreglo tridimensional debe ser 

también muy similar. 

En la misma forma, al comparar algunas de las secuencias dc las A TPasas de protones con 

las secuencias de las ATPasas de Na'/K' , ATPasas de Ca2
' y ATPasas de H'/K', se 

descubre que hay homologia a pesar de las capacidades de transpone y la especificidad por 

cationes distintos. De nueva cuenta, la región más conservada en estas A TPasas 

corresponde a la se<:uencia que comprende desde el final del cuarto segmento 

transmembranal hasta el sitio de fosforilación , lo que sugiere que todas las ATPasas tipo P 

evolucionaron a partir de un ancestro comun que formaba un intermediario covalcnte 

aspartil fos fato durante su ciclo catalítico. A partir de este ancestro evolucionó la capacidad 

para transponar diferentes cationes (Serrano. 1993). 

Otro punto a favor de la H' -ATPasa como modelo biológico, es que se realizaron estudios 

en donde se caracterizó la inhibición de la H" -ATPasa con agentes químicos como la N

etilmaleimida (NEM). el isotiociocianato de fluoresceína (FITC) y el bromuro de etidio 

(EB) (Brooker and Slayman. 1983: Miranda. 1995). y algunas carbodiimidas como el 

DCCO y el EOC (Velásquez. 1996). 

2 La purificación de la H--ATPasa 

Para purificar la membrana plasmática de K. lactis se util izó un gradiente de densidad zonal 

de sacarosa. mientras que para purificar a la H' -ATPasa se utilizaron detergentes y técnicas 

de centrifugación zonal con gradientes de glicerol. Al término de la purificación de la 

membrana plasmática con el gradiente de sacarosa, se obtuvo una preparación que mostró 

en un gel con SOS, una banda predominante de 100 kOa que corresponde a la H' -ATPasa. 
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Con este método se consiguió una preparación 2.28 veces más pura que la preparación de 

membrana plasmatica cruda, con una recuperación del 26% de la proteína original y un 

incremento de casi tres veces en la acti vidad especifica, con un rendimiento del 60.27% en 

la actividad total de la H+·A TPasa. 

Con la purificación de la ATPasa de protones a partir de la membrana plasmática cruda, 

utilizando el gradiente de glicerol y el detergente Zwinergent 3.14. se consiguió una 

preparación que incrementó la pureza de la H+ ·ATPasa alrededor de 3. 15 veces y que tuvo 

un aumento de 3. 18 veces en la actividad especifica de la enzima. El rendimiento de este 

procedimiento resultó de 5.38% para la proteína total y de 5.370/0 para la actividad total. 

Cuando se combinaron ambos gradientes de densidad zonal en un solo protocolo. se 

consiguió una muestra altamente purificada, en la que la actividad específica de la H'

A TPasa aumentó en un orden de magnitud y la pureza de la H' -A TPasa se incrementó 

10.47 veces. Sin embargo. el rendimiento de este último protocolo fue muy pobre. con una 

recuparación de 0.145% de la actividad de la muestra inicial. 

En el gel de la electroforésis en condiciones desnaturalizantes de las tres preparaciones (ver 

la figura 20) se observa una banda de 100 kDa que corresponde al polipéptido de la 

A TPasa, y varias bandas de menor peso molecular. Estas bandas contaminantes son 

difici les de separar y se presentan también cuando se utilizan otros métodos de purificación 

descritos en la literatura (Malpartida y Serrano. 1981; Olivera, 1990). 

Cuando se hizo el balance de los métodos. se decidió trabajar con la muestra de la 

membrana plasmática purificada con el gradiente de sacarosa. La H+ -ATPasa que se obtuvo 

en estas preparaciones fue activa y estable con las condiciones experimentales diseñadas, 

por lo que la consideramos adecuada para estudiar el efecto del NCD-4 sobre la enzima y 

también para observar el efecto de los cationes mono y divalcntes sobre la modificación 

química con la carbodiimida. Por otro lado. aun cuando se obtuvieron muestras de ATPasas 

muy puras al solubilizar con el detergente Zwitergent 3-14 y purificar con el gradiente de 

glicerol, el rendimiento de estos protocolos fue muy bajo. 
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3 La estabilidad de la H+ -A TPasa en las condiciones 

experimentales 

La l1-ATPasa de la membrana plasmática purificada con el gradiente de sacarosa fue 

inestable a 37° e y pH 6. pues conforme avanzaba el tiempo del ensayo se observaba que 

su actividad de disminuía. Este problema se resolvió añadiendo glicerol a concentraciones 

mayores de 100/0 (volumen ¡volumen). Con una concentración de glicerol de 15% la 

ATPasa mantuvo su estabilidad en las condiciones diseñadas para los ensayos de actividad, 

incluso durante 120 minutos. A la par de estos experimentos, se descartó la presencia de 

alguna proteasa en las preparaciones que pudiera afectar el funcionamiento de la ATPasa de 

protones. Otros agentes que también pudieron ser utilizados para conseguir la estabilidad de 

la H+ -ATPasa en los ensayos, son el fosfato de ¡nositol, la sacarosa, [a trea[osa, entre otros, 

y se decidió utilizar al glicerol como agente estabilizante de la proteína siguiendo los 

antecedentes inmediatos del laboratorio (Pardo. 1990; Velásquez. 1996). 

4 El efecto de los solventes etanol y DMSO sobre la estabilidad 

de la H+ -A TPasa 

Al ser el NCD-4 una carbodiimida hidrofóbica que se disuelve en DMSO y etanol, se 

eSlUdió el efecto de estos solventes sobre la estabilidad de la H+·ATPasa. Se encontró que a 

las concentraciones ensyadas. ninguno de los dos solventes afecta la estabi lidad de la 

enzima, independientemente de la preparación que se use (membrana plasmática purificada 

con el gradiente de sacarosa o la ATPasa solubi lizada con detergentes y purificada con el 

gradiente de glicerol). De esta forma. se descartó un efecto inespecifico de los solventes 

que pudiera alterar la estabilidad de la ATPasa y/o la inhibición provocada por el NCD-4. 

5 El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la H+

ATPasa 

Se ha reportado el efecto de la temperatura sobre las ATPasas S. cerevisie y N. crassa 

(Ahlcrs. 1981. Bowman and Blasco. 198 1). pero se desconocía la estabilidad de la H+· 

ATPasa de K. lactis en nuestras condiciones experimentales. Por esta razón se decidió 
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estudiar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la membrana plasmática 

purificada con el gradiente de sacarosa y también sobre la H· .ATPasa purificada con los 

gradientes de sacarosa y glicerol. 

Se ellcontró que siempre que se trabajara con concentraciones de glicerol mayores de 10% 

(v/v). la ATPasa de protones permanecía estable en el intervalo de temperaturas de 20 a 40° 

c. 

6 El efecto del pH sobre la estabilidad de la H+-ATPasa 

Para observar el efecto del pH sobre la estabilidad de la H+ -ATPasa, se examinaron valores 

de pH entre 5 y 8. Se encontró que a un pH menor de 6 la enzima se inactiva rápidamente, 

mientras que a valores de pH mayores o iguales a 6 y menores a 8.6, la enzima mostraba 

estabilidad en las condiciones del ensayo, incluso hasta por 40 o 60 minutos. Las mejores 

condiciones para la estabilidad de la membrana plasmática y de la H+ -ATPasa purificada, 

se presentaron en el intervalo de pH de 6 a 7. Estos resultados concuerdan con los datos 

reponados en la literatura para las A TPasas de otros hongos, como S. cerevisiae y Z romi. 

Una conclusión que se derivó de estos ensayos, es que a valores de pH ácidos no se podría 

analizar la protección por uno de los sustratos (el H·) ó por el producto de la reacción (Mg

ADP) contra el inhibidor NCD4, pues a altas concentraciones del ión H+ (valores de pH 

menores a 6) la inactivación de la H+-ATPasa es muy rápida. y en estas condiciones es 

dificil detectar algún efecto de protección del sustrato fi siológico o del producto de la 

enzima sobre la inhibición producida por el NCD-4. En la misma forma. el intervalo de pH 

que se seleccionó para estudiar el efecto de los ligandos fi siológicos y de los cationes 

monovalentes sobre la inactivación de la H+ -ATPasa producida por el NCD-4. fue de pH 6 

a 8.5. 

7 El efecto del NCD-4 sobre la actividad de la H+-ATPasa 

El NCD-4 es una carbodiimida hidrofóbica de estructura voluminosa, que carece de carga, 

y que al igual que otras carbodiimidas con características similares. reacciona con grupos 

carboxilo que se local izan en un ambiente hidrofóbico (Means y Feener, 1971; Carraway, 

1972. Chadwick, 1975. Velásquez. 1996). Para caracterizar el efecto de este inhibidor sobre 

la A TPasa de protones de K. factis se probaron diferentes concentraciones de NCD-4 que 

abarcaron el intervalo de 5 a 500 f.lM. Se encontró que la inhibición de la H' -ATPasa por el 



77 

NCD-4, es dependiente del tiempo y de la concentración del reactivo. En todas las 

concentraciones del inhibidor que se probaron se inactivó parcialmente la enzima en los 

primeros 20 minutos de incubación con el NCD-4. El hecho de que el valor de la inhibición 

parcial de la H+ -A TPasa dependa de la concentración del inhibidor, se puede explicar 

teniendo en cuenta que el intermediario O-acilurea no solo produce al aducto estable N

acilurea fluorescente, sino que existen por lo menos otras tres rutas alternativas que 

permiten la regeneración del carboxilo (ver figura 12) y que disminuyen la concentración 

efectiva del NCD-4. Es decir, cuando se añaden concentraciones pequeñas de NCD-4 al 

medio de incubación, no todas las moléculas de A TPasa se inactivan con la carbodiimida, 

pues parte del aducto inestable O-acilurea se va por rutas diferentes que no forman al 

aducto estable N-acilurea; en cambio, a concentraciones del NCD-4 mayores de 200 11M, se 

incrementa la probabilidad de que todas las A TPasas se modifiquen. La inhibición fue 

parcial en cualquiera de las preparaciones utilizadas, ya sea la membrana plasmática 

purificada con el gradiente de sacarosa, o bien la H+ -A TPasa solubilizada con detergentes y 

purificada con el gradiente de glicerol. La modificación de la enzima con el NCD-4 resultó 

ser estable en los ensayos de actividad de hidrólisis del A TP hasta por 60 minutos. 

Se realizaron ensayos de inactivación a tiempos cortos (se tomaron alícuotas cada 30 

segundos durante los primeros 5 minutos de la reacción) y se encontró que la constante de 

velocidad de segundo orden para el NCD-4 fue de 1522 M- I min- I
. Cuando se realizaron las 

cinéticas de estado estacionario para el complejo Mg-ATP, se halló que al modificar la H+

ATPasa con el NCD-4 se afectan los valores de Vmax (que disminuye 3.4 veces) y de Km 

(que disminuye 2.4 veces). El término de inhibidor mixto no puede ser aplicado al NCD-4, 

pues no es un inhibidor clásico (reversible). 

8 El NCD-4 produce una inhibición parcial que involucra la 

formación de un enlace covalente 

El carácter parcial de la inhibición de la H+ -A TPasa por el NCD-4 se corroboró con el 

experimento de la figura 26, en donde la enzima se incubó con una concentración de 200 

11M de NCD-4 y, una vez que se había inactivado parcialmente la proteína y la actividad de 

hidrólisis del A TP se mantenía estable, se añadió al medio de incubación otros 200 11M del 
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NCD·4. Al no cambiar la actividad de la ATPasa con esta segunda adición del inhibidor, se 

concluyó que la modificación producida por el NCD-4 sobre la H' -ATPasa resulta en una 

enzima con actividad residual que no depende de un exceso de la cantidad del inhibidoT. 

También se confirmó que la reacción que ocurría entre el NCD-4 y la H+ -ATPasa implicaba 

la formación de un enlace covalentc. Si la inhibición hubiera sido reversible (no covalente), 

al disminuir la concentración del inhibidor por medio de una dilución de la solución de 

ensayo de la A TPasa, se hubiera registrado una recuperación de la actividad de hidrólisis de 

ATP. Sin embargo, la actividad se mantuvo constante en un 60% de la actividad inicial, lo 

cual sugiere que la modificación química de la ATPasa es irreversible en las condiciones 

experimentales descri tas en este trabajo. 

Ademis, cuando se realizó una electroforesis en condiciones desnaluralizantes de la enzima 

modificada previamente con el NCD-4 (ver figura 28), se observó que la marca de la 

fluorescencia producida por la fonnación del complejo N·aci1urea entre la carbodiimida y 

uno o mis grupos carboxilo de la H+ ·ATPasa pennanecia estable en las condiciones de la 

electroforesis y migraba junto con la banda de 100 kDa correspondiente a la A TPasa de 

protones. Es importante remarcar que la banda de la H+·A TPasa fue la única marcada de 

manera apreciable por la carbodiimida. 

9 El NCD-4 produce una inhibición de la H+-ATPasa distinta al 

DCCD 

El DCCD es una carbodiimida hidrofóbica con características muy similares al NCD-4 

(Carraway. 1972. Chadwick, 195. Vehisquez, 1996). y ex isten trabajos en donde se 

caracteriza la inactivación irreversible de algunas ATPasas por este inhibidor (Sussman y 

cols, 1982 y 1987). Por estas razones se consideró necesario distinguir si la inhibición 

mediada por el NCD-4 era distinta a la producida por el DCCD, o si estos reactivos 

competían por [os mismos grupos carboxilo inmersos en un ambiente hidrofóbico. 

El NC D-4 es una carbodiimida mucho menos reactiva probablemente debido al mayor 

tamaño de su estructura química en comparación con el DCCD. (Chadwick and Thomas. 

1983); sin embargo. con el NCD-4 se abre la posibilidad de utilizar t&:nicas de 

fluorescencia para seguir los cambios confonnacionales en sitios especificos de la H+

ATPasa modificada por el inhibidor. inducidos por distintos ligandos. 
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El resultado de los experimentos en donde se utilizaron ambas carbodiimidas se muestra en 

la figura 33. En estos ensayos se aftadi6 200 ¡.1M de DCCD a una H~ -ATPasa modificada 

previamente con 200 ¡.¡M de NCD-4; se esperaba que si las dos carbodiimidas compitieran 

por los mismos sitios en la proteína, el NCD-4 pudiera proteger a la enzima en contra del 

DCCD, que ejerce una inhibición total e irreversible de la actividad de la ¡·¡"-ATPasa. Sin 

embargo. al ser añadido el DCCD a la proteína modificada previamente por el NCD-4 la 

actividad de hidrólisis del ATP disminuyó drásticamente, lo cual sugiere que la 

modificación que realizan ambos reactivos afecta a grupos diferentes en la proteína. 

La constante de velocidad de segundo orden para el NCD-4 fue 3.6 veces mayor que la 

constante de velocidad obtenida para el DCCD. Mientras que el curso temporal de la 

inactivación con el NCD-4 muestra una caída rápida en la actividad de hidrólisis del A TP 

en los primeros minutos de ensayo y después se alcanza una meseta estable, con el DCCD 

la inactivación es más lenta. Aunque ambas carbodiimidas son voluminosas e hidrofóbicas 

y por tanto deberían tener cinéticas de inactivación similares, los efectos que producen 

sobre la H*·ATPasa son diferentes: el DCCD inactiva totalmente a la ATPasa dentro de los 

primeros 3 minutos de ensayo cuando se uti lizan I SO o 200 j.lM del inhibidor (Sussman y 

Slayrnan. 1982), mientras el NCD-4 genera una proteína con una actividad residual. 

Además, cuando se corrió la electroforesis con la proteína modificada con el NCD-4 e 

incubada con el DCCD. se confinnó que ambas carbodiimidas atacan a grupos carboxilo 

diferentes. pues si las dos carbodiimidas compitieran por el mismo sitio. la proteína 

modificada por el NCD-4 hubiera sido protegida contra la inactivación total producida por 

el DCCD; y en la misma fonna, la ATPasa modificada por el DCCD no permitirla la unión 

del NCD-4. Sin embargo. esto no ocurrió y la fonnación del aducto estable N·aci lurea 

(visible con luz ultravioleta) ocurrió independientemente del orden en que fueron añadidas 

las carbodiimidas. 

Otra evidencia que señala que la inactivación producida por las dos carbodiimidas es 

debido a la modificación de grupos carboxilo diferente proviene de los ensayos de 

protección con los ligandos fisiológicos Mg2
+ y Mg-ADP. Para el caso del DCCD se 

encontró que hay protección por los ligandos (Velásquez. 1996). mientras que para el 

NCD-4 se encontró que. contrario a lo esperado. la inhibición se potencia con los mismos 

ligandos. 
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10 El efecto de los cationes sobre la inhibición de la ATPasa por 

el NCD·4 

Para entender el mecanismo de transpone y transducción de energía que lleva a cabo la H' · 

ATPasa y en general todas las ATPasas tipo P, es necesario desarrollar un modelo de la 

estructura de la enzima. Sin embargo, hasta la fecha sólo existen cristales bidimensionales 

de baja resolución para la A TPasa de N. crassa, los cuales no son Jo suficientemenle 

buenos para detenninar la posición de los elementos transmembranalcs. así como el arreglo 

de las regiones hidrofilicas e hidrofóbicas que están involucradas en el mecanismo 

catalít ico de la H~.ATPasa (Toyoshima, 1993; Stockes, 1994; Auer, 1998, Stockes, 1999). 

Por esta razón, el uso de ligandos constituye una estrategia importante para la 

caracterización de la modificación química de la H·,ATPasa producida por el NCD-4. ya 

que si los ligandos ejercen una protección total, esto sería un indicio útil para identificar el 

o los residuos que reaccionan con las carbodiimidas, lo cual permitiría conocer de manera 

indirecta la localización del residuo que interviene en la reacción. 

Los cationes que se utilizaron en nuestros experimentos son el Mgl
+. el Na' y el K', El 

magnesio se requiere para la hidrólisis del ATP por las P·ATPasas (Ahlers, 1981) y además 

puede modular la inactivación de algunas ATPasas por agentes como el NEM y el DCCD. 

En la misma forma, se ha descrito que el Na· y el K· aumentan o inhiben la actividad de las 

ATPasas de protones de diversas fuentes (Goffeau, 1981 : Ahlers. 1984). lo cual sugiere la 

presencia de sitios de unión para cationes monovalentes en estas ATPasas. 

10.1 El efecto del Mg'+ y el MgADr sobre la inhibición de la H+· 

ATrasa por el NCD·4 

Para estudiar el efecto de los ligandos fisiológicos de la enzima, en este trabajo se utilizó al 

inhibidor competitivo del sustrato. el Mg2' _AOP, y al inhibidor no competitivo. el Mg2' , y 

se observó el efecto que ambos ejercían sobre la inhibición de la H+ -ATPasa producida por 

el NCD-4. El catión libre y el complejo Mg2
' ·ADP potenciaron la inhibición parcial de la 

H' -ATPasa producida por la carbodiimida: sin embargo. el AOP por si solo no produjo 

efecto durante los ensayos de inhibición. Estos resultados probablemente se deban a que el 

catión induce cambios conformacionales que facilitan la entrada del NCD-4 al sitio 
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hidroróbico. donde se localizan varios grupos carboxilo con los cuales se une de manera 

covalente. 

10.2 El efecto del Na y del K+ sobre la inhibición de la H+

A TPasa por el NCD-4 

Cuando se examinó el erecto de tos cationes monovalentes potasio y sodio sobre la 

inhibición de la H~ ·ATPasa por el NCD-4, se encontró que ambos cationes, que se podrian 

considerar como análogos al H' que es un sustrato de la enzima. protegieron parcialmcnlc a 

la H·-ATPasa. Este resuhado sugiere la posibil idad de que el H+ proteja a la ATPasa contra 

la ¡nactivación producida por el NCD-4. y de esta manera asemejarse a la protección total 

dada por el Ca2
> contra la ¡nactivación por el NCD-4de la ATPasa de calcio del retículo 

sarcoplásmico, que encontraron Chadwic y Thomas en 1983. Empero, no es posible 

demostrar esto directamente, pues a concentraciones altas del protón (pHs menores que 6.0) 

la enzima se inactiva en los primeros minutos. lo cual impide detenninar el pKa del residuo 

que reacciona con el NCD-4. 

Aún cuando pareciera que tos volúmenes atómicos del potasio y del sodio son 22 o hasta 60 

veces mayores que el volumen del sustrato natural de la H+ ·ATPasa. es imponante notar 

que este ion está unido al menos a una molécula de agua, por lo que su masa molecular 

minima es de 19 umas. Tampoco se puede descartar que el efecto del Na' y del K' se deba 

a un cambio confonnacional a distancia.. al interactuar el catión con un si tio de unión 

específico para cationes monovalentes en la ATPasa, lejos del sitio del protón. el cual se 

encuentra en el dominio membranal de la proteína. 

11 Los probables sitios de unión del NCD-4 

Para localizar el (los) si tios donde se une de manera covalente el NCD-4, se ubicó en la 

estructura primaria de la H' ·ATPasa a los grupos carboxilo inmersos en la membrana 

plasmática de la levadura. La secuencia de aminoácidos se dedujo a panir del gen PMA I de 

K. loclis (M iranda y cols. 1995). y se sometió al análisis de hidropatía para así encontrar los 

posibles grupos carboxilo que pueden ser modificados por el NCD-4 (ver figura 35). 
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Figura 35. Localización de los grupos carboxilo inmersos en los segmentos transmembranales de la A TPasa 

de protones de K. tactis . 

Los residuos de aminoácidos E-1 JO, 0-124, 0-711 Y 0-814 de la estructura primaria de K. 

lactis tienen sus homólogos en la secuencia de S. cerevisiae, desplazados en las posiciones 

E-129, 0-143, 0-730 Y 0-833, respectivamente; sin embargo, no se ve alterada su 

ubicación dentro de los segmentos transmembranales. Por tanto, para el análisis de los 

resultados de este trabajo solamente tomaremos en cuenta a los 4 aminoácidos consenso en 

los análisis de hidropatía reportados en la literatura como los probables sitios a los cuales 

pueda unirse el NCO-4. 

Así, los ensayos de actividad que se hicieron ocupando el NCO-4 y el DCCO resultan de 

gran importancia para la localización del (los) grupo(s) carboxilo a los que se une el NCD-

4, pues sabiendo que ambas carbodiimidas no compiten por los mismos sitios de unión, 

resulta que de los cuatro grupos carboxilo de las H+ -A TPasas inmersos dentro de la 

membrana plasmática, se descarta al ácido glutámico ubicado en la posición 110 (E-129 en 

las secuencias de S. cerevisiae y de N. crassa) que es el sitio en el cual se une de manera 

covalente el OCCD (Sussman y cols, 1987), quedando de esta forma solamente tres lugares 

posibles a los cuales pudiera unirse el NCD-4. Estos sitios son los residuos de ácido 

aspártico 124, 711 y 814 de la secuencia de K. lactis (Miranda y cols, 1995). 

12 El NCD-4 y la ATPasa de Calcio 

Se conoce que los sitios de unión para el NCO-4 en la A TPasa de calcio del retículo 

sarcoplásmico son los residuos de ácido glutámico E-231 y E-309, localizados en los 

segmentos transmembranales 3 y 4 de la enzima (Sumbilla, y col s, 1991). Sin embargo, 



estos residuos no están presentes en la secuencia de aminoácidos de las ATPasas dc 

protones de los hongos. Por tanto. en la misma fonna en que el sitio de unión del DCCD en 

la Ca2+·ATPasa (glutámico 953) no corresponde con el sitio descrito para las ATPasas 

fúng icas (aspártico 129), esperamos que el (los) sitio(s) de unión del NCO-4 en la A TPasa 

de protones de K. lactis sean ta-mbién distintos a los reportados para la Ca2
+ -ATPasa 

(Goldshelger y cols. 1992). 

13 Perspectivas 

A partir de los resultados de la inactivación de la ATPasa de protones por el NCO-4, surgen 

varios puntos que deben de tomarse en cuenta: es necesario mejorar la técnica de 

purificación de la ATPasa con el gradiente de centrifugación zonal con gl icerol, para 

realizar estudios de cambios en la fluorescencia con la H" -ATPasa modificada por el NCO-

4 y de esta fonna conocer los cambios confonnacionales que lleve a cabo la enzima durante 

su mecanismo catalítico. Al mismo tiempo, también deben localizarse el (1os) grupo(s) 

carboxilos a los que se une el NCO-4 y que se ven involucrados en la fonnación del aducto 

estable N-aci lurea fluorescente_ El estudio de los cambios de fluorescencia en la ATPasa 

puede resultar de gran valor para resolver la controversia que ex iste en el campo de las 

ATPasas tipo P, en donde actualmente se debate la validez del modelo clásico EI·E2 

propuesto por Jardetzki y colaboradores en 1966, pues algunos de sus postulados (como la 

existencia de dos y "solo dos estados confonnacionales" para las P-ATPasas, y las 

predicciones poco acertadas para la orientación espacial y la afin idad de los iones) son 

puntos de fuerte debate en estos momentos (Stokes y cols. 1 999). En la misma fonna. se 

deben estudiar los cambios confonnacionales a distancia que relacionan los sitios de unión 

a los iones y el sitio de fosforilac ión en las P-ATPasas. También hace fa lta explicar los 

cambios en la disposición espacial de las asas ciloplásmicas y los segmentos 

transmembranales en función de la unión de los iones (Scarborough. 2003). 



84 

VI. CONCLUSIONES 

• Las condiciones óptimas para ensayar la actividad de la H+ -A TPasa y caracterizar 

la inactivación de la enzima por el NCD-4 fueron 30° C, pH 6 o 6.5 y 200 o 300 

¡.LM del inhibidor y 15% de glicerol. 

• Los solventes DMSO y etanol en las concentraciones de l a 3%, no alteran la 

estabilidad de la enzima. 

• El NCD-4 es un inhibidor que reacciona covalentemente con la H+ -A TPasa, y que 

produce una inhibición parcial e irreversible de la enzima. 

• El Mg 2+ Y el Mg-ADP potencian la inactivación de la enzima por el NCD-4. 

• Los cationes monovalentes Na + y K+ protegen a la ATPasa de la inhibición 

producida por el NCD-4. 

• La inactivación que produce el NCD-4 sobre la A TPasa de protones es diferente a la 

producida por el DCCD 
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