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RESUMEN

En la membrana plasmatica de hongos y plantas existen ATPasas tipo P que bombean
protones (H") hacia el exterior celular (Goffeau, 1981; Serrano, 1981; Pedersen y Carafoli,

1987). Estas proteinas pueden representar hasta el 15% de las proteinas membranales, y

llegan a encontrarse hasta 10" H'-ATPasas por célula. Estas bombas electrogénicas
consumen cerca del 20% o mas del total del ATP celular y transducen en un gradiente de
potencial electroquimico la energia quimica proveniente este nucledtido (Goffeau, 1981;
Serrano, 1988; Portillo, 1989 y 2000; Mason, 1998). Este gradiente electroquimico de
protones se utiliza en el transporte de iones, metabolitos y nutrientes al interior de las
células, asi como en la regulacion del pH intracelular; también ha sido correlacionado con
las tasas de crecimiento celular, la tolerancia a los metales pesados, asi 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 ATPasas de la membrana plasmatica de hongos y de plantas, ain quedan varias
interrogantes por contestarse, la mayoria de ellas relacionada con la falta de informacién
sobre la estructura tridimensional de las ATPasas: se desconoce el mecanismo del
transporte de los iones a través de las membranas, de la hidrolisis del ATP y de la
transducciéon de energia para la generacién del gradiente electroquimico de protones
(Portillo y Serrano, 1989; Miranda y Pefia, 1993; Maeller, 1996; Pardo, 1999; Morsome,
2000). Por estas razones, con el fin de obtener mayor informacion acerca de los residuos
involucrados en la unién de los ligandos fisiologicos y de los residuos esenciales para la
actividad de la enzima, se realizaron modificaciones quimicas de la H-ATPasa de la
membrana plasmatica del hongo hemiascomiceto Kluyveromyces lactis con el inhibidor
fluorescente NCD-4.

Los resultados de este trabajo indican que la modificaciéon quimica de la H'-ATPasa por
esta carbodiimida esta mediada por interacciones covalentes, es irreversible, depende del
tiempo y de la concentracion del NCD-4, se potencia con los ligandos fisiolégicos Mg”" y
MgADP y se disminuye con los cationes monovalentes Na' y K. Una vez modificada la

ATPasa con el NCD-4, ésta se inhibe parcialmente y la proteina retiene entre un 60-70% de



su actividad, lo cual contrasta con la inactivacion total que produce el DCCD. Asi mismo,
también se encontrd que ambas carbodiimidas reaccionan con grupos carboxilo distintos,
por lo que el efecto de los dos inhibidores es aditivo, y la interaccion de cualquiera de estos
inhibidores con la enzima no afecta la union del otro. La cinética de estado estacionario
para la proteina modificada y sin modificar por el NCD-4 muestra cambios en las
constantes cinéticas de la enzima, viéndose afectada la Vmax principalmente. En conjunto
estos datos sugieren la participacion de por lo menos un grupo carboxilo (distinto al

glutamico 129) inmerso en la membrana plasmatica en la hidrdlisis del ATP.



I. INTRODUCCION

La membrana plasmatica de los hongos y las plantas posee una ATPasa que acopla la
hidrélisis del ATP con la translocacién de protones (H') a través de la bicapa lipidica.
Como resultado de su actividad se genera un gradiente electroquimico de protones que se
utiliza en el transporte de iones, metabolitos y nutrientes al interior de las células y en la
regulacion del pH citosélico. El mecanismo de la bomba de protones se ha estudiado con
técnicas electrofisiologicas, bioquimicas y de DNA recombinante, pero las estructursa y los
mecanismos cataliticos de estas proteinas transportadoras de protones estin lejos de ser
bien conocidas.

En este trabajo se analiza la inhibicion de la H-ATPasa con una carbodiimida llamada
NCD-4 (abreviatura de N-ciclohexil-N-(4 dimetil amino-1-naftil) carbodiimida), que se une
de manera covalente a los grupos carbox§l0 de la proteina en condiciones de pH cercanas a
la neutralidad, y que permite identificar a la enzima inhibida con técnicas de fluorescencia.
Se ha divido la Introduccion en 4 partes. En la primera se describe a las membranas
biolégicas -que son el medio natural donde se localiza la H'-ATPasa-, debido a su
importancia estructural y funcional para la vida celular. En la segunda se revisa la
informacion acerca de la ATPasa de protones (H') en diferentes hongos, como
Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa. En la tercera se describe el mecanismo de
reaccion propuesto para el inhibidor NCD-4. En la cuarta se hace referencia al organismo

utilizado, Kluyveromyces lactis. Finalmente se enumeran los objetivos del trabajo.

1 La membrana plasmatica: el medio de la H-ATPasa

La célula es una estructura dindmica con caracteristicas muy interesantes. Es un sistema
bioquimico auténomo 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 energia, por lo que cada célula debe obtenerla a
partir de sus alrededores y utilizarla para el mantenimiento de sus vias metabolicas

(Mathews, 2002).
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El conjunto de las reacciones quimicas que posibilitan la vida tiene lugar en el interior de
las células, las cuales estan separadas de sus alrededores por la membrana plasmatica. Al
actuar como barrera fisica, la membrana proporciona integridad estructural a la célula,
dandole su aspecto y forma, y envolviendo los componentes celulares. Asimismo, la
estructura de la membrana es responsable de la organizacion y la separacion en
compartimentos de las actividades bioquimicas que ocurren en las células eucariontes, pues
forman los limites de los organelos (Boyer, 1999).

Por otra parte, la membrana plasmatica constituye una barrera de permeabilidad altamente
selectiva, que contiene sistemas de transporte, como son los canales ionicos, las bombas y
los acarreadores altamente especificos. Estos sistemas son de gran relevancia, pues regulan
la composicion del medio interno. Las membranas controlan también el flujo de la
informacién entre las células y su medio, ya que contienen receptores especificos para los
estimulos externos que estan asociados a las cascadas de la transduccion de las sefiales.
Ademas, la membrana puede participar en la generacion de seiiales quimicas y eléctricas
(Stryer, 1988).

Cualquier alteracion en la membrana celular tiene repercusiones en la actividad de las
enzimas que la integran. Asimismo, diversos procesos bioldgicos, como el desarrollo y el
envejecimiento, estan acompaiiados por cambios en la estructura de la membrana y en su

composicion (Ahlers, 1981).

1.1 La estructura y composicion de las membranas

Las membranas biolégicas son estructuras laminares asimétricas cuyo grosor puede variar
entre 60 y 100 A, que forman espacios cerrados entre compartimentos de distinta
composicion. Estan constituidas principalmente de fosfolipidos y proteinas. Los
fosfolipidos se encuentran alineados en una doble capa y proveen el soporte estructural de
las membranas. Una caracteristica importante de los fosfolipidos es que sus propiedades
anfipaticas favorecen su ensamblaje en el medio acuoso, lo que resulta en la formacion de
una bicapa estable que se mantiene unida mediante interacciones hidrofobicas.

Las proteinas que integran la membrana también se mantienen juntas por interacciones no
covalentes, de caricter cooperativo (Stein, 1986). La relacién de pesos proteina : lipido
depende de la fuente, tipo celular y organelo del cual provenga la membrana, y va de 1: 4

hasta 4:1.
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El modelo mas aceptado de la estructura y la funcién 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 lipidica con proteinas incrustadas, algunas
en la superficie (proteinas periféricas) y otras atravesando la bicapa (proteinas integrales).
Singer y Nicholson propusieron que las proteinas se mueven con cierta libertad dentro y
sobre la bicapa, creando un patrén de mosaico fluido bidimensional, donde los

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

: J F‘D una Glicoproteina
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un Glicolipido -
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de los fosfolipidos

Proteina
Periférica
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con un solo cruce unida coval o k
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Figura 1. El modelo de mosaico fluido planteado por Garth Nicholson y Jonathan Singer. Modificado de
Nelson & Cox (2000).

Los tres tipos principales de lipidos membranales son los fosfolipidos, los glicolipidos y el
colesterol. Los fosfolipidos son los mas abundantes en las membranas; al ser derivados del
glicerol se les incluye dentro de los fosfoglicéridos y la molécula fundamental es el acido
fosfatidico (figura 2). Se caracterizan por tener regiones sumamente polares, zwiterionicas
o con carga neta, ademas de regiones no polares.

Los glicolipidos contienen azicares y son también moléculas anfipaticas comunes en las
bicapas, estos lipidos tienen a la esfingosina como la molécula primordial en lugar del
glicerol. El contenido de carbohidratos en la membrana plasmatica es normalmente del 5%
o menos y estd representado por glicolipidos y glicoproteinas. Los residuos de

carbohidratos desempefian funciones importantes como sitios de reconocimiento celular.



12

El colesterol es un derivado esteroide que modula la rigidez a las bicapas. Es abundante en
la membrana plasmatica de los eucariontes y comiin 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 lipidos que se encuentran en
pequeiias cantidades y que ain falta por determinar su importancia estructural y su funcién
especifica. Todos ellos tienen en comin con los lipidos membranales que son entidades

anfipéticas, es decir, contienen una parte hidrofilica y otra hidrof6bica.

IPrinciptlas Lipidos de Membrana
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ac. graso

ac. graso

Esfingosina

POy — Alcohol | _:

~ Monou
- oligosacérido

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

Las propiedades dindmicas de la membrana recaen en las proteinas, las cuales son de
distintos tipos funcionales, como las enzimas, los receptores y las proteinas de transporte.
Todas se clasifican dentro de dos grupos generales, dependiendo de su facilidad para
extraerlas experimentalmente. Si se extraen ficilmente al tratar la membrana con una
solucién 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
proteinas que requieren tratamientos mas drasticos para su extraccién, como el uso de
detergentes, se denominan proteinas integrales y se conoce que estan inmersas dentro de la

membrana o que la atraviesan (figura 1).
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1.2 El transporte a través de la bicapa

El transporte de sustancias a través de las membranas biolégicas constituye uno de los
procesos fisioldgicos centrales en el metabolismo celular. Esta actividad desempefia un
papel primordial en los procesos de conservacién, transferencia y abastecimiento de
energia, y también en una amplia gama de fenémenos que van desde la regulacién de la
presion osmoética 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 difusién simple, y el transporte mediado, que es posible mediante la
accion de proteinas que reciben diversas denominaciones como: permeasas, portadores,

translocasas o transportadores (Voet, 1995).

Figura 3 Termodinémica 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 concentracién en
ambos lados de la membrana, y de la fluidez y espesor de la membrana. La presencia de acarreadores que
disminuyen el cambio de energia libre de activacion en la translocacién de la particula. b) Los transportadores
se pueden clasificar en cotransportadores y uniportadores, dependiendo de la estequiometria del transporte.
Modificado de Nelson & Cox (2000).

La movilizacién del agua o de pequefios solutos no polares ocurre libremente por difusion
simple, sin gasto de energia durante el proceso. Estos solutos utilizan vias difusionales que

responden a los gradientes de concentracién, a la naturaleza quimica (ausencia de cargas),
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peso molecular, tamafio y coeficiente de reparto lipido-agua del soluto, ademas de la
permeabilidad y espesor de la membrana (Fanjul, 1998). El cambio de la energia libre que
sucede cuando difunde una molécula sin carga esta dado por:
AG =RT In C,/C,

donde R es la constante de los gases (0.082 atm | / K mol g), T es la temperatura en grados
Kelvin, y C; /C, 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 energia 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 (Ay), asi como
la valencia del soluto z. La ecuacion que resulta es:

AG=RT In C/C; + zFAy
donde la capacidad de un electrolito para difundir depende de un gradiente combinado que
involucra dos componentes, uno quimico u osmético, RT In C»/C), y otro eléctrico zFAy,
que sumados conforman la diferencia de potencial electroquimico del ién. F representa la

constante de Faraday, 9000 ¢ / mol,

1.3 El transporte mediado por proteinas
Cinco caracteristicas diferencian al transporte mediado del no mediado: la velocidad, la
especificidad, la cinética de saturacion, la susceptibilidad a la inhibicién competitiva y la
susceptibilidad a la inactivacion quimica (Voet, 1995).
La translocaciéon de las moléculas polares mediante el transporte activo constituye un
proceso a menudo ligado a la hidrélisis del ATP o al consumo del gradiente electroquimico
de un i6n, y es posible gracias a la presencia de las proteinas de membrana acarreadoras.
El transporte mediado se clasifica en dos categorias, dependiendo de la termodinamica del
sistema:

a) La difusion facilitada, en la que se transporta un soluto a favor de un gradiente de

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

concentracion, utilizando una fuente de energia en el proceso.

Una subclasificacion del transporte activo reconoce dos grupos principales:
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1) El transporte activo primario: si la translocacion del sustrato esta directamente acoplada

a una reaccion quimica que proporciona la energia suficiente para mediar el transporte.

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

acoplado al gradiente electroquimico de un ién, pero no a una reaccion quimica.

Dependiendo de la estequiometria del transporte se reconocen tres sistemas, de los cuales el
mas simple es el uniportador, que cataliza la translocacion de un solo sustrato a favor del
gradiente de potencial electroquimico; este es el caso de la difusién facilitada. En el
simportador se transporta simultaneamente dos moléculas diferentes en la misma direccion,
de tal forma que la translocacion de un soluto esta acoplado con la translocacion de otro en
la misma direccion; durante este proceso el gradiente de potencial electroquimico de un ién,
dirige el movimiento de un sustrato o i6n en contra de su gradiente de concentracion. Por
ultimo, en el antiportador se transportan dos especies distintas en direcciones opuestas, de
tal manera que la translocacion de una de ellas esta acoplada con la translocacion de la otra
en la direccion opuesta.

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

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

2 Las ATPasas

Dentro de los sistemas de transporte activo mas estudiados se encuentran las ATPasas, que
constituyen complejos enzimadticos altamente electrogénicos. Las ATPasas pertenecen al
grupo de los transportadores primarios, los cuales tienen la capacidad de transducir en una
diferencia de potencial electroquimico la energia proveniente de distintas fuentes, como la
luminica, la oxidacion de nutrientes, la hidrélisis de ATP o de alguna otra molécula
organica de alta energia.

La diferencia de potencial electroquimico del i6n se utiliza en diversas funciones celulares,
que incluyen la absorcion de nutrientes, la secrecion, la sefializacion celular, la transmision
de impulsos nerviosos, la excitacion/contraccion, la homeostasis en los organelos, la
regulacion del pH citosdlico y de la composicion idnica de la célula y del espacio
extraceluar. Ademas, este gradiente participa en el control del volumen, el crecimiento y la
diferenciacion celular (Fillingame, 1980; Goffeau, 1981; Malpartida, 1981; Scarborough,
2000; Shilpa, 2002; Okorokova, 2002).
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Las ATPasas se distinguen por su composicioén de subunidades, la presencia o ausencia de
un intermediario fosforilado, por la sensibilidad a inhibidores especificos, por la
estequiometria i6n/ATP y por la funcion fisiolégica de sintetizar o hidrolizar ATP. Este tipo
de transportadores se pueden clasificar en tres categorias principales: P, V y F (ver figura
4), dependiendo de su estructura, funcién y mecanismo de reaccion (Pedersen y Carafoli,
1987).

Las ATPasas tipo P pueden transportar iones como H', Na', K’ y Ca’ y se caracterizan
porque durante su ciclo catalitico forman un intermediario covalente fosforilado, un
aspartil-fosfato altamente inestable. Son una extensa familia de proteinas de membrana que
mantienen la diferencia de potencial electroquimico del ién acoplando la hidrélisis del ATP
con el transporte de cationes a través de la membrana. Estas enzimas estan formadas por
una subunidad principal de aproximadamente 100, 000 daltones que contiene el sitio de
unién del ATP y el sitio de fosforilacion. La subunidad catalitica en los mamiferos suele
estar acompanada por proteolipidos de masas moleculares variables, implicadas en la
regulacion de la enzima, pero que estin ausentes en las ATPasas tipo P de los hongos y las
plantas (Chow and Forte 1995; Morsomme, 2000). Este tipo de ATPasas tiene un pH
optimo écido (5-6.7) y se inhiben con concentraciones micromolares de vanadato, lo que
permite distinguirlas de los otros dos grupos de ATPasas.

Las ATPasas tipo P se subclasifican a su vez con base en el analisis filogenético de las
secuencias de aminodcidos, y se reconocen varios subtipos dependiendo de su distribucion
en los fila biol6gicos (Okamura, 2003).

Las ATPasas de la clase F generalmente translocan protones (aunque algunas bacterias
halofitas translocan también Na") y se localizan en la membrana plasmatica de bacterias, la
membrana mitocondrial interna y las membranas tilacoidales de los cloroplastos. Son las
ATPasas mas estudiadas y consisten de dos regiones bien definidas, una soluble en agua
que esta implicada en la actividad catalitica de la sintesis e hidrolisis del ATP denominada
Fy, y otra liposoluble, relacionada con la translocacion de los protones a uno y otro lado de
la membrana llamada Fy. Estas enzimas también se conocen como ATP-sintasas, por su
capacidad de sintetizar ATP durante la respiraciéon o la fotosintesis. No forman un
intermediario fosforilado, tienen un pH 6ptimo alcalino (entre 5 y 6.7) y se inhiben con

concentraciones nanomolares de venturicidina y oligomicina (Hacinen, 1993).
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ATPasatipo P ATPasatipo V ATPasatipo F
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Figura 4. Los modelos de los tipos de las ATPasas. a) Las tipo P consisten de un péptido de aproximadamente
100 kDa que contiene el sitio de fosforilacién bien caracterizado; en ocasiones interactia con polipéptidos
mas pequefios que tienen un papel regulatorio y/o estructural. b) Las V-ATPasas son las méas voluminosas,
llegan a tener pesos moleculares mayores a 400 kDa, y estin compuestas por un nimero variable de
subunidades. ¢) Las F son también multiméricas y estdn compuestas por dos segmentos principales
conectados por dos tallos (b y €). La unidad F, se ha definido como el conducto por donde fluyen los protones
hacfa uno y otro lado de la membrana, mientras la subestructura F, contiene el sitio catalitico dentro de la
subunidad . Modificado de Nelson y Cox, 2000.

Finalmente, las ATPasas tipo V son las mas voluminosas, solo translocan protones y al
igual que las ATPasas tipo F estan integradas por dos segmentos bien definidos (Vo y V)).
Estas enzimas se asocian a organelos diferentes de los cloroplastos, las mitocondrias y el
reticulo endoplasmico, como serian las vacuolas (de aqui la denominaciéon *V”), los
lisosomas, los endosomas, las vesiculas de clatrina, los tonoplastos, los granulos de
secrecion y las vesiculas del aparato de Golgi. En este grupo se incluye una gran variedad
de enzimas sujetas a una subclasificacién més detallada, que se definen por su capacidad de
traslocar protones, no formar intermediarios covalentes fosforilados, estar integradas por
multiples subunidades, ser mas activas a pHs neutros (7-7.5), y no ser inhibidas por
vanadato o por oligomicina, pero si por agentes como nitratos (por ejemplo KNO; y
KSCN) y bafilomicina.
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2.1 Las ATPasas tipo P

Las ATPasas Tipo P conforman una familia importante de proteinas 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 ATPasas 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 ATP1-ATPasa de Plasmodium
(Krishna, 1993). En general, las P-ATPasas de las bacterias tienen masas moleculares
pequeiias (=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-ATPasas, pues
mientras que algunas pueden funcionar como oligémeros, otras parecen trabajar como
unidades individuales (Bowman, 1981 y 1985; Dame, 1981; Lutsenko, 1995;
Goormaghtight, 1986). A pesar de que es dificil describir una organizacion estructural
comin para las ATPasa tipo P, todas comparten regiones similares que les permite
distinguirlas de los otros dos tipos de ATPasas. Estos segmentos, que se esquematizan en la
figura 5, incluyen el sitio de fosforilacion Asp-Lys-Thr-Gly-Ser/Thr, la secuencia Thr-Gly-
Glu-Ser/Ala localizado en un punto conformacional flexible, la secuencia Thr-Gly-Asp-Asn
que se ha relacionado con el dominio de union para el ATP, y la secuencia de aminoécidos
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 translocacion de los cationes (Lutsenko, 1995;
Portillo, 2000).

Asimismo, todas las P-ATPasas comparten un perfil que esta orientado predominantemente
hacia el citoplasma (ver figuras 5, 8, 9 y 10), compuesto por un pequefio extremo amino
terminal, un asa hidrofilica que contiene el sitio de unién al ATP, y un extremo carboxilo
tipicamente pequefio. La cantidad de segmentos transmembranales que ligan la enzima a la
membrana y que estan implicados en la formacion del canal i6nico es variable.

Otra caracteristica comun a todas las P-ATPasas es que alternan entre dos conformaciones
estructurales, llamadas E1 y E2, que poseen pardmetros cinéticos distintos (Jorgensen and

Andersen, 1988; Moller, 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 S/A se encuentran en un punto conformacional flexible, la region DKTG S/T
corresponde al sitio de fosforilacion, la secuencia TGDN se ha relacionado con el sitio de pegado del ATP, y
la region MXGDGXNDX marca el punto de unién entre el sitio catalitico de la enzima y el inicio del canal

ibénico. Los cruces transmembranales se enumeran como M1 a M10.

Las ATPasas tipo P suelen subdividirse en dos grupos principales, dependiendo de la
especificidad a los cationes y el perfil de hidropatia (Lutsenko, 1995). El grupo P,
transporta metales pesados, como el Cu, el Cd y el Hg. El grupo P, acarrea una amplia
gama de cationes mono y divalentes, como el H', el Na*, el K, el Mg** y el Ca*". Y en un
tercer grupo P; se agrupan a los transportadores que comparten regiones homdlogas 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-ATPasas en una superfamilia de hidrolasas llamada
deshalogenasas haloacidas (HAD), en donde se agrupan a las fosfatasas, las isomerasas y
las fosfotransferasas que comparten sustratos estructuralmente similares, ademas de
mecanismos cataliticos y secuencias de aminodcidos homélogas (Aravind, 1998; Collet,
1997). Algunos aspectos que alin permanecen por resolver en el campo de las ATPasas tipo

P involucran la descripcion 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 union a los cationes y el sitio

catalitico en el cual ocurre la fosforilacion de la enzima y la union del ATP.

2.2 La H'-ATPasa

Las ATPasas de protones que se encuentran en la membrana plasmatica de los protistas, las
algas, los hongos y las plantas vasculares, son proteinas politopicas que pertenecen a las
ATPasas tipo P. Son proteinas integrales de la membrana plasmatica que se han
correlacionado con las tasas de crecimiento celular y que desempefian un papel central en la
fisiologia de estos organismos (Mason, 1998; Portillo, 1989 y 2000).

Este translocador de protones altamente electrogénico es el principal componente de la
membrana plasmatica 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 proteina celular mas abundante, ya que representa cerca del 15% del total de
las proteinas presentes en la membrana plasmatica y el 0.3% del total de las proteinas de
las levaduras. Se encuentran alrededor de 10° enzimas por cada célula (cerca de 10°
ATPasas por micrometro cuadrado de membrana plasmatica), con un niimero de recambio
entre 20 y 100 protones por segundo, por lo que el flujo electroquimico que se genera oscila
entre 10° a 10° protones por segundo en cada micrémetro cuadrado de membrana
plasmatica. Este flujo de H' es comparable al proceso andlogo que ocurre en los
cloroplastos 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 mas del total de la
concentracion del ATP celular. En Neurospora crassa el potencial de membrana generado
por la ATPasa de protones puede tomar valores de hasta —270 mV. El gradiente
electroquimico que genera la H'-ATPasa lo utilizan los acarreadores secundarios para
transportar nutrientes como los aminodcidos y los azicares, por mecanismos de
cotransporte con el proton, y se realizan movimientos de cationes como el sodio y el calcio
por antitransporte con el proton (Goffeau, 1981).

Asimismo, este gradiente de potencial electroquimico se utiliza en la regulacion del pH
citosolico, el balance osmotico, 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 electroquimico de protones generado por la ATPasa de protones, que es un
transportador primario. Modificado de Nelson y Cox 2000.

El mecanismo de accién y el papel fisiologico de la H'-ATPasa se ha estudiado por medio
de dos enfoques experimentales: 1) la modificacién quimica especifica de los amino4cidos,
con el cual se ha sugerido la participacion de algunos residuos en el ciclo catalitico y 2) el
analisis por mutaciones dirigidas del gen, con el que se ha propuesto el papel de algunos
amino4cidos en el bombeo de protones y en la hidrélisis del ATP (Portillo y Serrano 1989).
Ambas técnicas tienen sus limitaciones propias; es decir, no existe ningiin agente quimico
especifico para un solo aminoécido, 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 niimero de grupos
funcionales modificados que participan en la pérdida de la actividad enzimatica (William
and Koshland Jr., 1961).
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En la misma forma, los analisis por mutagénesis dirigida arrojan resultados un tanto
paradojicos con respecto al alto nimero de mutaciones artificiales que pueden ser toleradas
con pocos o ningun efecto aparente en las propiedades funcionales de la enzima, lo cual
contrasta con las altas tasas de conservacion de la secuencia de aminoacidos que existe en

este grupo de proteinas (Moller, 1996).

2.3 La estructura primaria de la H'-ATPasa

Las H -ATPasas mas estudiadas se localizan en la membrana plasmatica de Saccharomyces
cerevisiae y Neurospora crassa. Ambas enzimas pertenecen a la clase de las P-ATPasas de
metales ligeros (P2), estan incorporadas a la bicapa lipidica a través de 10 segmentos
transmembranales, presentan una sola unidad proteica de ~100 kDa y carecen de

proteolipidos de bajo peso molecular (Hager,1986; Serrano, 198,; Nakamoto, 1989).

1 madhsasgap alstniesgk fdeka: raaa ygokpkvedd ededidalie dleshdghda
€l eeeeeeatpyg ggrvvpedml gtdtrvglts eevvgrrrky glngmkeeke nhflkflgff
121 vgpigfvmeg aavlaagled wvdfgvicgl lllnavvgfv gefgagsivd elkktlalka
181 wvvlrdgtlke ieapevvpgd ilgveegtii padgrivtdd aflgvdgsal tgeslavdkh
241 kgdgvfassa vkrgeafvvi tatgdntfvg raaalvnaas ggsghftevl ngigtillil
301 viftllivwv ssfyrsnpiv qileftlait Elqfpvglpa vvtttmavga aylakkkaiv
381 gklsaiesla gveilcsikt gtltknklsl hdpytvagvd pedlmltacl aasrkkkgid
421 aidkaflksl kyypraksvl skykvlgfhp fdpvskkvva vvespqgeri tcvkgaplfv
481 lktveedhpi peevdgaykn kvaefatrgf rslgvarkrg egsweilgim pcmdpprhdt
541 yktveceaktl glsikmltgd avgiaretsr qlglgtniyn aerlglgagg dmpgsevydf
€01 veaadgfaev fpghkynvve ilqqrgylva mtgdgvndap slkkadtgia vegssdaars
€61 aadivflapg lgaiidalkt srqifhrmya yvvfirialfi hleiflglwi ailnrslnie
121 lvvfiaifa. vatlaiaydn apysqtpviw nlpklwgmsv llgvvlavgt witvttmyaq
781 genggivanf gnmdevlflq isltenwlif itrangpfws sipswglsga iflvdilatc
841 ftiwgwfehs dtsivavvri wifsfgifeci mggvyyilgd svgfdnlmhg kspkgngkqr
S01 sledfvvslg Bvlaheksq

Figura 7. La ia de los aminodcidos de la ATPasas de la membrana plasmatica de \. erassa, codilicada por ¢l gen
PMAT. En rojo se muestra el aspartico (d) 378 comrespondiente al sitio de fosforilacion. En amarillo la lisina (k) 615 v los
residuos de aspartico (d) 534, 360, 634 v 638 involucrados con ¢l mecanisme de hidrélisis del ATP. En verde o sitio de
union del proton. aspartico 730. En Violeta se colorean los aminodcidos isoleucina (i) 331 v 332. valina (v) 334, tirosina
(¥) 694 v serina (5) 699. implicados en la translocacion del proton. En azul se denota la serina (s) 913 v la treonina (1) 914
correspondientes a los sitios de inhibicion de la enzima por mecanismos de fostorilacion. Secuencia reportada por Hager

en 1986, La clave de aceeso a la secuencia de la proteina en la Med Line es PO7038.

En la figura 7 se muestra la secuencia de los aminoacidos de la H'-ATPasa de N. crassa.
La estructura primaria se dedujo a partir de la secuencia de nucleotidos del gen PAMA 1,
presente en los genomas de S. cerevisiae, C. albicans, Z. rouxii y N. crassa. Las enzimas de
S. cerevisiae y de N. crassa tienen 918 y 920 aminoacidos, respectivamente, con masas

moleculares de 99.7 y 99.9 kDa. Estos valores comresponden con el peso molecular
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estimado mediante la electroforésis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (Serrano, 1988; Hager, 1986).

Esta proteina también se encuentra en Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans,
Kluyveromyces marxianus y otros hongos. Al alinear las secuencias de los aminoacidos de
las ATPasas de H™ de los hongos se observa que estdn 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 porcién central de la proteina tiene una similitud de 83%, mientras la mayor parte de las
diferencias se localiza en los extremos amino y carboxilo, con 74 y 42 divergencias
respectivamente (Serrano, 1988). Pese a ello, cabe mencionar que ambas regiones estan
involucradas en la regulacion de la enzima. Los primeros 37 aminoacidos, que contienen la
secuencia ampliamente conservada DEDEIDALIE (residuos 40 a 50) en las ATPasas
fungicas, son indispensables para la actividad de la enzima y su insercion dentro de la
membrana plasmatica. Paralelamente, los ltimos 11 6 18 amino4cidos regulan la actividad
de la enzima por mecanismos de fosforilacion mediados por las proteinas cinasas (Portillo,
1989 y 1991).

2.4 La topologia de la H'-ATPasa

El modelo topolégico de la ATPasa de protones se muestra en la figura 8. Este modelo esta
basado en el analisis de hidropatia y en las predicciones de la estructura secundaria del
polipéptido de 100 kDa de N. crassa. Como se puede observar en las figuras 5 y 8, la
mayor parte de la enzima se localiza en la cara citoplasmica de la membrana, y solo una
pequefia porcion de la enzima (mas o menos 50 aminoécidos) estd expuesta al medio
externo. La localizacion citoplasmica de los extremos amino y carboxilo, asi como la de las
dos primeras asas hidrofilicas mayores, se comprobé mediante técnicas de union de
anticuerpos y experimentos de tripsinélisis (Nakamoto, 1989; Mandala, 1989; Hennessey,
1990; Scarborough, 1990). La descripcion detallada de la estructura y el funcionamiento de
la bomba de protones se basa en los datos experimentales de modificacién quimica y
mutagénesis dirigida (Rao, 1992).

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

mas varia en el numero de residuos de aminoacidos que la integran, con 34 en los
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transportadores de potasio de las bacterias, y hasta 115 en las ATPasas de protones de los
hongos (Serrano, 1988).

Los segmentos transmembranales M1 y M2 que siguen al extremo amino varian en
longitud, de 20 a 27 y 20 a 21 residuos de aminoacidos respectivamente, y estan separados
entre si por 5 o 13 aminoacidos. Las siguientes dos secciones que cruzan la membrana (M3
y M4) estan separadas por 7 a 12 aminoacidos y conforman la region mas conservada de los
elementos transmembranales. El segmento M3, que varia de 25 a 28 aminodcidos, contiene
la secuencia TILLI que se conserva en las ATPasas fungicas y de bacterias como E. coli
(ver figura 7, residuos 295 a 299). El M4 (que es la hélice transmembranal mas conservada)
esta formada de 26 a 30 aminoacidos, y contiene dos prolinas altamente conservadas en la
escala bioldgica. En particular para los hongos, ambas prolinas se incluyen en la secuencia
PVGLP (residuos 335 a 339 de la figura 7).

Exterior M1 M2 M3 M4 M5 MGM7 M8 M9 M1D
Celular B:

Membrana
Plasmatica

@B Helice

g . Lamina}

Citoplasma

Figura 8. El modelo topolégico de la ATPasa de protones de N. crassa. Los residuos de los aminodcidos
conservados en las ATPasas se muestran en diferentes colores. En rojo los 18 aminodcidos conservados en
158 de 159 P-ATPasas conocidas. En amarillo se denotan los 19 residuos presentes en 97 P,-ATPasas.
Finalmente, en azul se ilustran los 77 aminodcidos comunes a las 32 H'-ATPasas caracterizadas. Los cruces
transmembranales se han sefialado como M1 a MI0. Esquema modificado de Morsome, Slayman and
Goffeau, 2000.

El asa citoplasmica principal consiste de 350-450 amino4cidos que alternan en hélices o y

hojas B, y contiene el sitio de fosforilacion de la enzima, asi como las regiones involucradas
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en la hidrdlisis del ATP. El segmento M5 puede estar formado por 20 a 26 aminoacidos. El
M6 tiene 20 6 33 residuos, mientras que M7 y M8 cambian su longitud de 23 a27yde 19a
30 aminoéacidos, respectivamente (Nakamoto, 1989).

El extremo carboxilo contiene dos secciones hidrofobicas (M9 y M10), que varian en

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

2.5 Los dominios funcionales de la H'-ATPasa

Mediante técnicas de microscopia se obtuvo la imagen tridimensional de la H-ATPasa de
N. crassa con una resolucion de 0.8 nm en la conformacion abierta (ver figuras 9b, 9¢ y10).
Este modelo se ha utilizado para la gran mayoria de las P-ATPasas que comparten 10
segmentos trasmembranales y que exhiben actividad como mondémeros (Auer, 1998;

Scarborough, 2000; Kiihlbrandt, 2002).

B) )

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 citoplésmico; cada cilindro representa un cruce a través de la membrana y
se ha numerado de M1 a M10. La barra corresponde a | nm. B) Vista lateral de la enzima en estado abierto (E;), donde se
observan los 4 dominios citoplasmicos N (de unién del nucleétido), R (regulatoria), P (de fosforilacion) y A ( asociada al
anclaje de la proteina a la membrana), ademds del dominio membranal (M). Las flechas indican los limites de la proteina
en la membrana plasmitica. C) Vista superior de la enzima, donde se ilustra el posible arreglo espacial de los dominios
citopldsmicos y sus contactos. Imagen modificada de Sarborough, 2000.

Con base en la estructura cristalogréfica de la ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmico
de conejo, se definieron cinco dominios funcionales en la ATPasa 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

regulacién, que corresponde al extremo carboxilo de la proteina, (3) el dominio P o de
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fosforilacién, que corresponde a la mayor extension citoplasmica localizada entre los
segmentos transmembranales 4 y 5, (4) el dominio N o de pegado del nucleétido y (5) el
dominio A, que se asocia con una funcion reguladora y de anclaje a la membrana
plasmética (Morsomme, 2000; Kiilbrandt, 2002).

En la figura 9A se muestra un esquema del dominio M, que representa una cuarta parte de
la masa de la proteina y que estd ampliamente conservado en todas las P-ATPasas. Este
dominio esta integrado por 10 segmentos transmembranales arreglados en estructuras de -
helice. Estas hélices estin fuertemente aglutinadas en un paquete cerrado donde las
espirales quedan distanciadas entre 0.8 y 1.3 nm, y cubren un érea de aproximadamente 3
nm X 4 nm si se observan en posicion vertical, perpendicular al plano de la membrana. Ain
cuando las hélices son relativamente rectas, ninguna corre exactamente perpendicular al
plano de la membrana; los angulos de inclinacién varian de 5 a 15° en los segmentos M1 a
M5 y M9 y M10, mientras que M6, M7 y M8 tienen un mayor grado de inclinacién (16-
22°). El sitio de unioén al proton en el dominio membranal est4 definido por los residuos de
Asp™ y el Glu*®. Cerca se localizan los grupos polares de los enlaces peptidicos de las
11e**!, 11e*3? y l1a Val®** pertenecientes al segmento M4, asi como los grupos polares de las
cadenas laterales de la Tyrm y la Ser’® en la hélice M5. Se ha demostrado por
experimentos de mutagénesis dirigida que todos estos amino4cidos son esenciales para el
bombeo de los protones (Morsomme, 2000; Kiihlbrandt, 2002). Otros residuos
ampliamente conservados en el dominio membranal de la H'-ATPasa fiingica son la Arg®”,
la His™' y el Glu'?®, que también resultan fundamentales para el bombeo de protones. Con
el Glu'? se han obtenido resultados contradictorios, pues se ha visto que al modificarse con
carbodiimidas 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 especificas de este
aminoacido no cambi6 la actividad de la ATPasa (Sussman, 1987). El acceso mas probable
al sitio de union del protén en el dominio M de la ATPasa es a través de un canal formado
por residuos con cadenas laterales ionicas y polares que se forma entre los segmentos M1 y
M2, en donde se localizan varias glutaminas (Gln) que pueden facilitar el transporte del
protén. Estos aminoécidos son la GIn'® de M1 y las GIn'®' y GIn'® localizadas en M2.

El dominio P también esta muy conservado en las P-ATPasas. Aqui se localiza el Asp’™®,

que realiza el ataque nucleofilico sobre el fosfato y del ATP y que representa el sitio de
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fosforilacion de la enzima. Este residuo estd flanqueado por los grupos carboxilo de los
Asp®* y Asp®™®, que aportan cargas negativas e interactiian 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 Lis®'®

(Morsomme, 2000). Dentro de este dominio
se localizan ademas los residuos de As;:a534 y Asp®®® que también participan en la uni6n del
ATP, pero que no son esenciales, pues al mutarse sélo cambian la afinidad por el sustrato.
Este dominio esta formado principalmente por hélices a y esta conectado con el dominio N
por dos segmentos adyacentes estrechos (ver figura 8) que permiten una rotacion de 73° del

dominio N sobre el P.

Citoplasma

Dominio de
pegado del
nucleotido N

Dominio A

Dominio de

Fosforilacion P
Dominio de

Regulacién R

Dominio
Membranal M

Exterior Celular

Figura 10. El modelo sobrepuesto de la estructura de la H'-ATPasa de N. crassa y la ATPasa de Ca* del
reticulo sarcopldsmico, donde se sefialan los 5 dominios conservados de las ATPasas. Imagen modificada de
Khlbrandt, 2002.

1 y la Thr *"%, que son los sitios potenciales

El dominio R contiene los residuos de la Se
de fosforilacién por una proteina cinasa. La eliminacion de los ultimos 11 residuos de
aminoacidos genera una enzima con caracteristicas cinéticas similares a una ATPasa
activada por glucosa (Palmgren, 1990; Portillo, 1991; Mason, 1998). Por tanto, se ha
propuesto que el efecto inhibitorio se debe a que esta region impide el movimiento rotatorio
del dominio N, restringiendo su movilidad y su interaccién con el dominio P.

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

cuando se solubiliza la proteina con detergentes se generan complejos enzimaticos
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organizados en octameros y decameros para la enzima de S. pombe y hexameros para la de
N. crassa (Auer, 1998). El tratamiento de la membrana plasmatica de N. crassa con
radiacion indica que la unidad funcional de la enzima tiene una masa molecular de 230
kDa, lo que sugiere un arreglo dimérico de la ATPasa (Bowman, 1985); sin embargo, una
sola cadena polipeptidica de la ATPasa de N. crassa incorporada en proteoliposomas es

completamente funcional para la hidrélisis de ATP (Goormaghthigh, 1986).

2.6 El mecanismo enzimatico de la H'-ATPasa

Las ATPasas de protones son capaces de realizar la hidrélisis del ATP y la translocacién de
los cationes como entidades individuales, sin presentar estados oligoméricos o con alguna
otra proteina de la membrana plasmatica (Scarborough y Addison, 1984). Para el caso de
las H'-ATPasas fiingicas, la estequiometria del transporte es de un protén por cada ATP
hidrolizado (Malpartida, 1981)

Estudios cinéticos detallados de la ATPasa han confirmado que el complejo Mg-ATP es el
verdadero sustrato de la enzima, pero un exceso del Mg”* o del ATP provoca inhibicién
(Koland, 1986). La afinidad de la proteina por el magnesio (K4) depende de la
concentracion de KCl o NaCl, siendo de 10 uM en presencia de 25 mM de la sal y de 200
pM en ausencia de la sal. Estas variaciones de la afinidad se asocian con cambios
conformacionales de la enzima, como lo muestra la disminucion en la sensibilidad de la
enzima hacia el inhibidor N-etilmaleimida (Brooker and Slayman, 1983) y el incremento en
la fuerza de union del complejo terbio-formicina trifosfato, analogo del Mg-ATP (Ronjat,
1987).

El mecanismo basico de reaccion de la H'-ATPasa consta de 5 pasos principales:

1) El ciclo comienza con la activacion de la bomba mediante una fosforilacion
reversible del dominio R por una proteina cinasa.

2) Una vez que esta activada la enzima (E,), interactiia con el ATP a nivel del asa
citoplasmica principal, al mismo tiempo que el cation interactia 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 formacion del enlace
aspartil fosfato (estado E,P), asi 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 fosforilacion del aspartico 378 en el dominio P y la liberacién del ADP, hay
un cambio conformacional que lleva a la enzima a un estado E;P. Al mismo tiempo
se reduce la afinidad por el proton en el sitio de pegado (aspartico730), lo cual
permite la liberacion del proton en el lado extracelular.

4) El enlace aspartil-fosfato se hidroliza y se libera el fosfato inorganico (E;).

5) Finalmente, la enzima regresa al estado E,;, en donde por medio de una proteina
fosfatasa puede inactivarse o iniciar un nuevo ciclo de hidrélisis del ATP y

transporte de los protones a través de la membrana.

Los detalles de estos pasos principales, asi como la naturaleza exacta de los intermediarios,
es aun materia de debate, pero el esquema general que se muestra aqui (figura 11) es el que
se acepta entre los diversos autores, los cuales coinciden en los siguientes puntos: A) que
hay dos conformaciones de la enzima que tienen diferencias en la afinidad por los cationes,
en la estabilidad térmica 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 (Cantley,1978; Macara,
1980; Serrano, 1988; Meller, 1996).

2.7 Regulacion 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 actividad de la enzima son las fuentes de carbono fermentables
como la glucosa, la maltosa y la galactosa (Sychrova and Kotyk, 1985). Asimismo,
distintos agentes estresantes como las temperaturas supradptimas, los choques térmicos, la
disminucion de las fuentes de carbono o de nitrogeno, las altas concentraciones de etanol,
de metales, de sales o la acidificacion del medio de cultivo, se han reportado como

activadores de la enzima (Eraso, 1987; Benito, 1992; Hernandez, 2002).
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Figura 11. El mecanismo catalitico de la ATPasa de protones de N. crassa. Esquema modificado de Kithlbrandt, 2002.

3 Las carbodiimidas

Entre los inhibidores que han permitido describir la importancia funcional y estructural de

algunos de los residuos de aminoécidos de las ATPasas se encuentran las carbodimiidas.

3.1 Los inhibidores tipo carbodiimida

Las carbodiimidas son inhibidores relativamente especificos que se han utilizado
ampliamente como moléculas “reporteras” para describir la localizacién e importancia
funcional de ciertos residuos de aminoéacidos en la estructura de las proteinas (Chadwick,
1985). Este tipo de compuestos tiene la capacidad de reaccionar con los grupos amino, los
hidroxilo, los sulfhidrilo y los carboxilo; pero en solucién acuosa y condiciones de pH
4cidas, 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 reaccién general para las carbodiimidas se ilustra en la figura 12.
Comienza con la interaccion de los grupos carboxilo presentes en la proteina (I) con la
carbodiimida, lo cual conduce a la formacién de un intermediario altamente inestable
llamado O-acilurea (II). Este grupo carboxilo activado, que forma parte del aducto
transitorio, puede seguir diferentes caminos: si existe un agente nucle6filo, como una
molécula de agua, el grupo carboxilo se regenera y se produce la urea derivada de la
carbodiimida (III); sin embargo, si el agente nucleofilico es un grupo amina, se forma 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 algin nucleéfilo externo, puede reaccionar con grupos
funcionales vecinos, lo cual puede provocar un entrecruzamiento dentro de la proteina (VI),

y se libera la urea derivada de la carbodiimida.
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Figura 12. Esquema general de la reaccion quimica de las carbodiimidas con una proteina. La formacién del

intermediario O-acilurea (altamente inestable) origina variantes como productos de la interaccién quimica.
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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 traslocacion de protones en varias ATPasas,
citocromos y transhidrogenasas. Este compuesto reacciona covalentemente con los grupos
carboxilos de los residuos de acido glutamico (en mitocondrias y cloroplastos) o 4cido
aspartico (en el caso de las bacterias) presentes en el proteolipido de bajo peso molecular
(subunidad c) que forma parte de la porcién membranal (Fg) de las ATPasas tipo F. Como
resultado de la interaccion del DCCD con la proteina, el movimiento de los protones a
través de la porcion Fyse bloquea y la actividad de la enzima se inhibe (Fillingame, 1980).

Se ha propuesto que el DCCD y otras carbodiimidas hidrofébicas reaccionan con los
grupos carboxilo inmersos en un ambiente hidrofobico, ya que las carbodiimidas
hidrofilicas no inhiben a las ATPasas tipo P localizadas en las membranas plasmaticas
(Sussman, 1982). En el caso particular de la H-ATPasa de N. crassa se identifico al
residuo de glutdmico 129, presente en el primer segmento transmembranal, como el sitio de

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

3.2 El inhibidor fluorescente NCD-4

Con el fin de aprovechar la modificacion de las proteinas 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 CoH2;N3 y que tiene un peso molecular de 292.4 umas; que por si misma no
es fluorescente, pero cuando reacciona con los grupos funcionales carboxilo de las
proteinas, produce un compuesto N-acilurea altamente fluorescente (Chadwick, 1983).

La forma como reacciona el NCD-4 con la proteina se basa en el mecanismo de las
carbodiimidas asimétricas con el acido acético. Este proceso involucra tres pasos, que se
ilustran en la figura 13. En el primero ocurre la transferencia de un protén del grupo
carboxilo hacia el nitrégeno mas nucleofilico de la carbodiimida. En el segundo ocurre la
formacion de un intermediario O-acilurea altamente inestable. Finalmente en el tercer paso
se da la produccion de la N-acilurea (aducto estable), que involucra al atomo de nitrogeno
que inicialmente fue el menos nucleofilico y que se ve implicado en la generacion del

producto fluorescente (Chadwick, 1985).
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Figura 13. El mecanismo de la reaccién propuesto entre el inhibidor NCD-4 y los grupos carboxilo. En A se
forma el complejo inicial de la reaccion, en B se ilustra la formacion del intermediario O-acilurea, y
finalmente en C se marca la aparicion del reactivo fluorescente N-acilurea que tiene su espectro de méxima
absorcién a 336 nm £3 nm y su maxima emision a 418 nm + 4 nm. Modificado de Chadwick & Thomas 1985.
Las constantes de inhibicion de segundo orden para la ATPasa de Ca’* de reticulo
sarcoplasmico de musculo 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™ min™, mientras
que para el segundo es de 430 M min™. Esto puede deberse a que el NCD 4 es un
compuesto mas hidrofébico y voluminoso que el DCCD, y por lo tanto, tiene un acceso
mas limitado a los grupos carboxilo localizados en los segmentos transmembranales
(Chadwick, 1983).

4 Kluyveromyces lactis, el organismo de estudio

El organismo que se utilizé en este trabajo es el hongo levaduriforme Kiuyveromyces lactis,
emparentado filogenéticamente con S. cerevisiae y Schizosaccaromyces Pombe, con los
cuales comparte las caracteristicas de ser un organismo eucarionte heterétrofo, capaz de
formar esporas como medio de propagacion y reproduccién sexual o asexual. Los tres son
tipicamente 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 ubicacion taxonémica 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
clasificacion de Tedfilo Herrera y Miguel Ulloa que se muestra en la figura 14. En esta
clasificacion, las levaduras K. lactis se localiza en la division Eumycota, clase
Ascomycetes, subclase = Hemiascomycetidae, orden = Endomycetales, familia
Saccharomycetaceae.

Dentro de la Subdivision Ascomycotina se localizan los hongos que forman esporangios
especiales llamados ascas 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 morfologia y estructura
relativamente sencilla, donde es comun que el micelio (conjunto de hifas que constituyen el
talo del hongo) falte por completo, esté muy poco desarrollado o sea mas bien una
estructura pseudomiceliar. Los Hemiascomicetes incluyen a las levaduras tipicas, ciertas
formas con escaso micelio parecidas a levaduras y algunos hongos parasitos de las hojas de

varias plantas fanerégamas (Herrera y Ulloa, 1998).

Reino (Phylum): Fungi o Myceteae
Divisiones: Subdivision:
Protosteliomycetes
Acrasiomycetes
Mixomycota Mixomycetes
Plasmodiophoromycetes

# Subdivision: Clase: Subclase: Orden: Familia: Genero:
Phycomycotina
Deuteromycotina
Ascomycetes Hemi ycetes Endomycetales Saccharomycetaceae Kluyveromyces
Eumycota Ascomycotina | Euascomicetes
Laboulbeniomicetes
Loculoascomicetes

Basidiomycotina

\

Deuterolichenes
Lichenes Ascolichenes
Basidiolichenes

Figura 14. La clasificacién para el Reino Fungi, propuesta por Herrera y Ulloa 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 formacion de las ascas se inicia en los

cigotos, que a su vez provienen de la fecundacion de dos células o por partenogénesis de
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una sola. Los talos (soma o cuerpo fiingico) de las levaduras son unicelulares. La
fecundacion se realiza entre dos gametangios (estructura sexual que contiene las gametas),
dos ascosporas o dos células vegetativas. Después de la plasmogamia (fusiéon de
citoplasmas) sigue la cariogamia (fusion nuclear) sin que haya formacion de una célula
dicarionte. El cigoto puede seguir dos caminos, o se convierte directamente en un asca con
ascosporas, 0 por gemacién 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 gemacion, 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 mitésicamente 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.

Saccharomyces
Células Meiosis cerevisiae
somdticas _ — i
2n — & —
<y 2 <
i 9 & Ascas< g Ascosporas— g) g
0 n n .
Seudomicelio )
- '/ Gemacion
Mitosis
. Celulas
tGemaciter) AP STl
\ n
= @ — Q [+
4
Iasmogamla y cariogamia QP

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 ploidia 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 importancia de las levaduras en la investigacion biologica

Se reconoce que las levaduras son microorganismos eucariontes ideales para estudios
biolégicos. Aunque tienen una complejidad genética mayor que las bacterias, muestran
muchas mas ventajas técnicas, lo que permite un progreso rapido. Algunas de las ventajas
que las hacen de gran interés, son su tasa de crecimiento rapida, un ciclo de vida que
incluye gemacion (lo cual resulta en células dispersas), la facilidad con la que se aislan las
células por filtracion o centrifugacion 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 transformacion versatil.

El desarrollo de técnicas microbiologicas de recombinacién genética ha hecho de las
levaduras entidades muy accesibles para la clonacién de genes. Se han podido identificar
genes estructurales por complementacion, a partir de bancos de genes en plasmidos. Estos
pladsmidos se han introducido en la levadura como moléculas capaces de replicarse con
autonomia o por integracion dentro del genoma. En las levaduras se ha podido introducir
también secuencias especificas, dirigidas a localizaciones puntuales en el genoma, y dadas
las altas tasas de recombinacion homoéloga dentro del genoma fiingico, se han reemplazado
secuencias particulares del ADN genémico. También se han reemplazado o interrumpido
los genes silvestres normales originando fenotipos que pueden ser estudiados in vivo,
permitiendo conocer mas sobre la funcion de las proteinas. En la misma forma, el DNA
mitocondrial se ha alterado con técnicas bien establecidas en las levaduras como la
biobalistica, lo cual ha permitido un analisis detallado de este organelo celular (Miranda,
1993).
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II. OBJETIVOS

Con base en los antecedentes de la H'-ATPasa localizada de la membrana plasmatica de
Kluyveromyces lactis y los experimentos de Susman y Slayman con el inhibidor DCCD en

la ATPasa de N. crassa, se plantean los siguientes objetivos:

Objetivo general

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

protones (H+-ATPasa) de la membrana plasmatica del hongo levaduriforme

Kluyveromyces lactis, de la cepa WM27.

Objetivos particulares

e Determinar las condiciones optimas de pH, temperatura y cationes monovalentes
(sales) para caracterizar la inactivacion de la H'-ATPasa por el NCD-4.

e Caracterizar el efecto de los ligandos fisiologicos como el Mg2+, el ADP y el
complejo MgADP sobre la inactivacion de la H -ATPasa por el NCD-4.

® [dentificar el o los aminoécidos de la H -ATPasa que reaccionan con el inhibidor

NCD-4.
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III. MATERIALES Y METODOS

1 La estrategia metodologica

La estrategia que se sigui6 para realizar este trabajo se ilustra en el diagrama de flujo de la

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

Reactivacion
de la cepa

v

Cultivo

v

Aislamiento
de la

Membrana

Plasmatica

Purificacion de Purificacion de

lamembrana [p|la ATPasa con
conungradiente un gradiente

de Sacarosa de glicerol

v v
Ensayo de laActividad

Y
Determinacion de las
icondiciones de laestabilidad
[ pH y temperatura]

Inactivacion de la ATPasa
con el inhibidor NCD-4

v

Efecto de los cationes monovalentes
y los ligandos fisiologicos

v

Electroforesis desnaturalizante

v

Uso de fluorescencia para
identificar a la ATPasa

Figura 16. El diagrama de flujo seguido para el desarrollo de la seccion de los métodos. Las caracteristicas de

cada paso se detallan mas adelante.
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2 La reactivacion de las cepas de K. lactis

2.1 La preparacion de los medios liquidos de inoculacion y de cultivo

Las levaduras Kluyveromyces lactis de la cepa WM27, se cultivaron en un medio rico, en
fase liquida, que es util para la inoculacion 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 preparacion de los medios de inoculacion (100 ml) y de cultivo (1000 ml)

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

Glucosa 2 %.
Extracto de levadura 1%.
Bactopeptona 1 %.

Se disolvieron los nutrientes en el volumen correspondiente de agua bidestilada y se
agitaron vigorosamente, para después esterilizarlos durante 20 minutos a 120° C en una
autoclave. Posteriormente se enfriaron a temperatura ambiente hasta la inoculacién de las

levaduras.

2.2 La reactivacion de la cepa e inoculaciéon del medio YPD

Para conseguir la reactivacion de K. lactis, se tomaron 500 pl de un stock de células
almacenadas en glicerol a — 70° C, y se sembraron en 100 ml del medio de inoculacién
YPD, el cual se incubo durante 24 horas a 30° C en un agitador orbital con agitacion

constante a 200 revoluciones por minuto (rpm).

2.3 El cultivo de las células

Al término de las 24 horas de incubacion se determiné la absorbencia a 660 nm de una
dilucién 1:10 del medio de inoculacién. Posteriormente se sembraron 20 unidades de
absorbencia en cada litro del medio de cultivo, y se colocé cada matraz en el agitador
orbital a 30° C durante 22-24 horas, con agitacion 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 liquido, se centrifugaron los cultivos
a 5,000 rpm durante 6 minutos (aproximadamente 4,620 g), manteniendo la temperatura de
la centrifugacion a 4° C. Cada pastilla se lavo con agua bidestilada y se volvio a centrifugar
otros 6 minutos a 5,000 g. Todas las pastillas se reunieron en un solo paquete y se
determiné el peso huiimedo de las levaduras. El rendimiento promedio de los cultivos fue de

11 gramos de levadura por litro.

3 La obtenciéon de la membrana plasmatica con perlas de vidrio

Para romper la pared celular de las levaduras, se resuspendieron las celulas en el
amortiguador Tris-HCI 50mM, pH 7.2 (20 ml de amortiguador / 4 gramos de células y 7 pl
de B-mercaptoetanol). La suspensién se incubé durante 10 minutos a 30° C en el baiio
térmico y se centrifugé a 5,000 g durante 5 minutos.

Por cada 4 gramos de células se afiadieron 20 ml de una solucién de sacarosa 0.33 M,
EGTA 1 mM pH 7.2 y se resuspendio el paquete. La suspension de células se transfiri a
una camara de homogenizacion a 4° C y se afiadié un volumen de perlas de vidrio (de 0.45
— 0.5 mm de diametro). Segundos antes de comenzar el fraccionamiento mecénico de las
células en una licuadora especializada (Bead-Beater), se agregé 1 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), disuelto en dimetil sulféxido (DMSOQ). Las células se
fragmentaron con pulsos de 1 minuto, alternando con descansos de 60 segundos, hasta
completar 10 minutos de tratamiento. La suspension celular resultante se separd por
decantacion de las perlas de vidrio y una pequefia muestra se llevé al microscopio invertido
(Nikon, DIAphot 300) para verificar la ruptura de las células. La suspensién de células
rotas se centrifugé a 5,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Al término de esta centrifugacion
se rescato el sobrenadante y se centrifugé por 30 minutos a 17,200 g a 4 °C para separar la
fraccion mitocondrial. El sobrenadante obtenido se centrifugé de nueva cuenta, ahora por
45 minutos a 38,720 g a 4 °C, para obtener un paquete de membranas plasmaticas que se
resuspendio en un volumen minimo del amortiguador Tris-EGTA 1mM pH 7.2.

Se determino la concentracion de proteina y se cuantificé la actividad de hidrélisis del ATP

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

4.1 La purificacion de l]a ATPasa con un gradiente zonal de sacarosa

Con el fin de obtener una preparacion més pura de la membrana plasmatica, la preparacién
anterior se sometio a una centrifugacion zonal en un gradiente discontinuo de densidad de
sacarosa. Este tipo de metodologia se basa en el comportamiento de las particulas en un
campo gravitacional que se genera al aplicar una fuerza centrifuga y permite separar los
componentes de una muestra (Alberts, et al, 1994; Darnell et al, 1990).

Para realizar la purificacion de la membrana plasmdtica con el gradiente de sacarosa se
prepararon 100 ml de las siguientes soluciones:

Solucién A: sacarosa 52% (p /v), pH 7.2:

Sacarosa 52 %.
Trizma base 10 mM
EDTA 1 mM
EGTA ImM

Solucion B: sacarosa 74% (p/ v), pH 7.2:

Sacarosa 74 %.
Trizma base 10 mM.
EDTA 1 mM.
EGTA 1 mM.

De esta forma, la membrana plasmatica cruda obtenida luego de la ruptura de las células
con las perlas de vidrio, se diluyé y se llevo a una concentracion final de 5 pg/pl de
proteina con la solucién A. Simultdneamente se preparé el gradiente de sacarosa con 1.5 y
4 ml de las soluciones A y B respectivamente, quedando la solucién mas concentrada en el
fondo del tubo.

La suspension de membranas plasmaticas se colocé encima de la solucion A y se centrifugo
a 40,000 rpm, durante 4 horas a 4 °C en el rotor 65 Ti. Al término de este lapso se colectd
la banda que se forma entre las dos soluciones de sacarosa, que corresponde a la membrana

plasmatica; esta se diluy6 con la solucion EGTA- Tris pH 7.2 y se centrifugé una hora a
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40,000 rpm en el mismo rotor. La pastilla resultante se resuspendi6 en un volumen minimo
de Tris-EGTA 1mM pH 7.2 con glicerol al 10% (v/v).

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

Con el fin de purificar a la H'-ATPasa, las proteinas de la membrana plasmatica cruda o
purificada con el gradiente de sacarosa se solubilizaron con desoxicolato (DOC) y
Zwittergent 3-14 y la H'-ATPasa se aplic6 a un gradiente de glicerol. Para ésto, se sigui6
en lo general el método propuesto por Bowman, Blasco y Slayman en 1981 (que se
esquematiza en la figura 17).

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

Buffer A (3 x):

KCl 0.6 M.
EDTA 6 mM.
Tris-KOH pH 7.5 75 mM.

Buffer B (1 x):

KCl 03 M.
Glicerol 45 %.
EDTA 2 mM.
Tris-KOH pH 7.5 25 mM.

Para formar el gradiente de glicerol se prepararon soluciones de glicerol al 50, 55, 60 y 65
% (v /v), el gradiente se formo colocando 2, 4, 4 y 6 ml de cada uno de las soluciones de

glicerol, quedando la mas concentrada en el fondo del tubo.
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Centrifugacion zonal en un gradiente de glicerol
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‘ alicuotas
solubilizacién —_—
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Figura 17. Diagrama de flujo del protocolo para la purificacion de la ATPasa con un gradiente de densidad
zonal utilizando soluciones de glicerol. Las muestras llevadas a 2 mg /ml con el buffer A, pueden provenir

Ensayo de Actividad

tanto de la fraccién membranal cruda (a partir de la extraccién de la membrana plasmatica con las perlas de

vidrio) como de la H'-ATPasa semipurificada con el gradiente de sacarosa.
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La muestra de la membrana plasmatica (cruda o purificada con el gradiente de sacarosa), se
llevo a una concentraciéon de 2 mg/ml (0.02 % p/v) con el amortiguador Tris-EGTA 1 mM
pH 7.2 y el buffer A. Se afiadi6 lentamente el detergente desoxicolato hasta conseguir la
concentracién de 0.09% (p/v) y se incubd durante 10 minutos en hielo con agitacién
constante. Se centrifugé la preparacion a 175,000 g a 4 °C durante 1 hora. Al término de la
centrifugacién, se determiné el volumen del sobrenadante y las pastillas se resuspendieron
en 500 pl del buffer B y se almacenaron en un solo lote a —70° C. Se determiné la
concentracién de la proteina del sobrenadante y de las pastillas resuspendidas con el buffer
B. Las pastillas resuspendidas se llevaron a una concentracion de proteina de 5 mg/ml con
el buffer B y se afiadio la asolectina a una relacién final de 0.85% asolectina /proteina (p/p).
Posteriormente, se aplico gota a gota el detergente Zwittergent 3-14, hasta conseguir una
relacion de 0.85 mg del detergente por miligramo de proteina, y se mantuvo una agitacion
suave durante 10 minutos a 4 °C, después de los cuales la preparacion se centrifugé durante
una hora a 175,000g. Se rescataron los sobrenadantes 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 °C. Al finalizar la corrida, cada tubo fue fraccionado por aspiracion lenta (de arriba
abajo) en volimenes de 800 pl. A cada una de estas fracciones se les determiné la actividad
de hidrolisis de ATP y se seleccionaron los tubos con mayor actividad; se reunieron las
fracciones en un solo lote, se diluy6 éste 1/5 con EGTA-Tris pH 7.2 y se centrifugad a 225,
000 g durante 4 horas a 4 °C. Las pastillas formadas se resuspendieron en Tris-EGTA 1mM
pH 7.2 y glicerol 10% y se almacenaron a — 70° C hasta la determinacién de proteina y el

ensayo de actividad.

4.3 Determinacion de proteina
La concentracion de proteina se determiné utilizando el método de Lowry y colaboradores,
modificado por Bensadoun y Weinstein en 1976. Se utilizaron estandares de albimina de

suero bovino (BSA) comprados a Sigma Chemical Company.
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5 Determinaciéon de la actividad de la H'-ATPasa

La ATPasa de protones de la membrana plasmatica de las levaduras cataliza la siguiente
reaccion:
ATP +nH"y —— ADP +Pi+nH'¢

en donde el valor de “n” representa la estequiometria de los protones transportados desde el
interior de las células (int) hacia el periplasma o exterior (ext) celular, por cada molécula de
ATP utilizada (H" /ATP).

Por tanto, se puede determinar la actividad enzimatica de la ATPasa por medio de la
cuantificacion del fosfato inorganico (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 seccion 5.3 de la metodologia).

5.1 Ensayo de actividad de la ATPasa

El esquema de la figura 18 muestra la estrategia que se siguié para determinar la actividad
de la ATPasa. La reaccion de hidroélisis del ATP se inici6 al diluir 25 veces una alicuota de
10 pl de una suspensiéon de la ATPasa o de la membrana plasmética del medio de
incubacién, en 250 pl de una solucion de ensayo de la ATPasa, que contiene un sistema
regenerador de ATP. La mezcla se incub6é a 30° C por 30-120 minutos y la reaccion de la
ATPasa se detuvo por adicion de 50 pl de acido tricloro acético al 30% (concentracion final
7%, p/v)y los tubos se colocaron en hielo para evitar la hidrélisis del ATP.

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

a) Medio de incubacion. Una solucion acuosa de MES-KOH 50 mM, glicerol al 15% (v/v)
con el pH ajustado a 6.0. El volumen final de esta solucién fue de 130 pl y la concentracién
de proteina varié dependiendo de la preparacion, de 0.6 a 3.4 pg / pl.

b) Solucién de ensayo de la ATPasa. Esta solucion regeneradora de ATP se prepard
siguiendo la siguiente receta: Na;ATP 5 mM, MgS0O,4 10 mM, MES 10 mM, azida de sodio
5 mMy fosfoenolpiruvato 5 mM. El pH final de la mezcla se ajusté a 6.0 con hidréxido de

potasio (KOH).
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Si bien el medio de ensayo se utilizaba fresco, podia también almacenarse a - 4° C en
alicuotas de 100 o 200 ml, que se iban descongelando conforme se realizaban los ensayos
de actividad. Al momento de cada ensayo se afiadio la enzima piruvato cinasa comercial de
miusculo de conejo (5ul/ml de reaccion) al medio de incubacion 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
IR ERRRR
“M ligandos y
cationes
\ monovalentes
ATPasa} Efectodel pHy
la temperatura
= i Medio de €NSAYO de la
Medio de incubacion === ATPasa
(30° C, MES-KOH 50 mM pH 60) (300 C pH 6)

Na,ATP, MgSO, MES, azida de
sodio, fosfoenolpiruvato, PK.

— TCA 30% — Determinacién 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. /actis. Tanto

el medio de incubacion como el de ensayo se mantuvieron en el bafio térmico a 30° C.

5.2 El método colorimétrico para la determinacion de Pi

El fosfato inorganico (Pi) liberado durante el ensayo de actividad se determiné por el
método de Fiske y Subbarrow (1925), que se basa en la formacion de un complejo de
molibdato-fosfato (de color amarillo) que al reducirse con el sulfato de p-metil amino fenol
(ELON) produce una coloracién azul. A cada uno de los tubos donde se detuvo la reaccion
de la ATPasa se afiadi6é 1.7 ml de agua bidestilada, 250 pl de una solucion de molibdato-

acido sulfurico y 250 pl de sulfato de ELON. La mezcla se dej6 reposar por 30 minutos a
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temperatura ambiente, al término de los cuales se leyo la densidad optica en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 660 nm. Las soluciones para la cuantificacion
del Pi liberado se prepararon en la siguiente forma: molibdato-acido sulfurico (aforar a un 1
litro): molibdato de amonio 50 g, H,SO4 111 ml, ddH,O: 800 ml. Solucién de ELON
(aforar a 1 litro): sulfato de ELON 10 g, bisulfito de sodio 30 g.

6 Estabilidad de 1la enzima a diferentes

temperaturas

Con el fin de caracterizar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima, se
incubd a la preparacion de la ATPasa en el medio de incubacion a diferentes temperaturas,
y a los tiempos indicados se tomaron alicuotas de 10 pl que se mezclaron con 250 pl del
medio de ensayo de la ATPasa a 30° C para determinar 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 determinar el efecto de diferentes condiciones de acidez y basicidad sobre la
estabilidad de la ATPasa de K. lactis, se conservé la estructura general del ensayo. La
temperatura se mantuvo fija a 30° C y la unica modificacion fue el amortiguador del medio
de incubacién de la enzima, que se ajusto a diferentes valores de pH. Para estos
experimentos, se prepar6 una mezcla de MES-HEPES que se ajusté con KOH a valores de

pH de 5, 6, 7 y 8. La concentracion final de cada amortiguador en el ensayo fue de 25 mM.

8 La inhibicion de 1a ATPasa con NCD-4

8.1 La preparacion del NCD-4
El NCD-4 es un carbodiimida hidrofobica que se debe disolver en solventes no polares
como el dimetil sulféxido (DMSO) o el etanol, por lo que se preparé un stock del inhibidor

en DMSO a una concentracién de 50 pM. Esta solucion se colocé en un recipiente de vidrio
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(para evitar que la carbodiimida se adsorbiera a las paredes de recipientes de pléastico) y se
almacen6 a —70° C. En estas condiciones el compuesto fue estable durante varias semanas.
A partir del stock de NCD-4-DMSO 50 pM, se prepararon soluciones de NCD-4 10 uM en

DMSO o etanol, que se utilizaron en los experimentos de inhibicion de la ATPasa.

8.2 La inactivacion de la ATPasa por el NCD-4

Para caracterizar la inactivacién de la H'-ATPasa por el NCD-4, se incubé a la enzima en
el medio de incubaciéon (MES-KOH 50 mM, pH 6, glicerol 15%) a 30° C, en un volumen
final de 130 pl, en presencia de diferentes concentraciones de NCD-4/DMSO 6 NCD-
4/Etanol. A diferentes tiempos se tomaron alicuotas de 10 pl del medio de reaccién y se
mezclaron en 250 pl de la solucion de ensayo de la ATPasa. Los tubos se mantuvieron a
30° C y sesenta minutos después de iniciada la reaccion de hidrélisis del ATP, ésta se
detuvo con TCA al 30 % a4 °C.

8.3 La inactivacion de la H'-ATPasa por el NCD-4 vs el DCCD

Con el fin de averiguar si ambas carbodiimidas compiten por uno o mas grupos carboxilo
de la cATPasa de K. /actis, se realizaron ensayos de actividad en los que el tiempo cero del
curso temporal estuvo marcado por la adicion 200 uM del NCD-4, y a los 15 minutos se
afiadieron 200 pM de DCCD. Se realizaron ensayos complementarios invirtiendo el orden

en que se afiadieron los dos reactivos, primero el DCCD y luego el NCD-4.

9 La determinacion del efecto de los cationes mono y divalentes

sobre la inactivacién de la H'-ATPasa por el NCD-4

9.1 Inactivacion de la H'-ATPasa en presencia de ligandos fisiolégicos

Los ligandos fisiolégicos que se probaron en la inactivacion de la H'-ATPasa por el NCD-4
fueron el Mg?*, el ADP y el Mg-ADP. Todos ellos se agregaron al medio de incubacién
antes de afiadir el NCD-4, y el tiempo cero de cada curso temporal estuvo marcado por la

adicién del inhibidor.



49

9.2 El calculo de las concentraciones de cationes en las soluciones

Para determinar las concentraciones totales de los diferentes ligandos que hay que utilizar
para conseguir las concentraciones de cationes libres en las soluciones de ensayo, se utilizo
el programa Chelator. En la misma forma, este programa calcula la fuerza i6nica que aporta

el amortiguador.

10 La electroforesis en condiciones

desnaturalizantes

La composicién de proteinas de cada una de las preparaciones se estudié por medio de la
electroforesis en condiciones desnaturalizantes, con geles de acrilamida y bisacrilamida. La
electroforesis se realizé de acuerdo con el método de Laemmli (1970). El gel separador
consistié de acrilamida al 10%, bisacrilamida al 0.27%, tris/HC] 0.5 M, pH 8.8 y SDS al
0.1%. El gel concentrador contenia acrilamida al 4%, bisacrilamida al 0.1%, tris/HCI 0.125
M pH 6.8 y SDS al 0.1%. La polimerizacién se inicié con la adicion de persulfato de
amonio al 0.067 % y TEMED al 0.33 %. El amortiguador de corrida contenia glicina 0.2
M, tris 25 mM, SDS al 0.1 % y tioglicolato 1 mM. Los geles se corrieron a 100 V durante 3
horas y se tifieron con azul de Coomassie al 0.25%, metanol al 40% y acido acético glacial
al 7%. La destincién de los geles se realizé con una solucién de metanol al 40% y acido
acético glacial al 7%. Los geles se deshidrataron por 3 o cuatro dias envueltos en una
membrana de celofan. El peso molecular aproximado de la proteina se obtuvo al interpolar

la movilidad electroforética de la ATPasa con la de los estandares de peso molecular.

10.1 El marcaje especifico de la H'-ATPasa por el NCD-4

Para confirmar el marcaje especifico del NCD-4 sobre la H'-ATPasa, se incub6 a la
membrana plasmética purificada con el gradiente de sacarosa o a la H'-ATPasa purificada
con el gradiente de glicerol con 200 pM del NCD-4 durante 45 minutos a 30° C y pH 6. Al
término de este tiempo la proteina se diluyé 25 veces en una solucion acuosa de MES-KOH
50 mM pH 6, glicerol al 10% (v/v) y se centrifugé la suspension por 30 minutos a 33, 000

rpm en el rotor 65 Ti a 4 °C. El sobrenadante se desechd por decantacion y la pastilla se
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resuspendio en 50 pl de SDS al 0.1% y 20 pl de la mezcla de solubilizacion (que contiene
glicerol al 25%, SDS al 5%, azul de bromofenol al 0.02%, -mercaptoetanol 14 M y Tris-
HCI 0.125 M a pH 6.8). La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizo6 de
acuerdo con el método de Laemmli. La fluorescencia de la H'-ATPasa marcada con el
NCD-4 se detecté con luz ultravioleta y se fotografio el gel en un trans-iluminador

convencional.

10.2 El marcaje de la H'-ATPasa por el NCD-4 vs el DCCD

Para confirmar que el NCD-4 y el DCCD actdan en sitios distintos sobre la ATPasa de
protones, se incubd la membrana plasmatica purificada con el gradiente de sacarosa (40
mg) con 200 uM de NCD-4, y a los 15 minutos de haber iniciado la reaccion se afiadieron
200 uM de DCCD. En otro curso temporal se afiadieron las mismas concentraciones de las
carbodiimidas pero se invirti6 el orden en que fueron afiadidas. Una vez que transcurrieron
50 minutos de incubacién a 30° C y pH 6, se centrifugaron a 33, 000 rpm durante 30
minutos en el rotor 65 Ti a 4 °C. Se desecho6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié
con 30 pl de SDS 0.1% y enseguida se afiadieron 20 pl de la mezcla de solubilizacion 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 inhibicion de la bomba de protones
de la membrana plasmatica de Kluyveromyces lactis, por la carbodiimida NCD-4 (N-
cyclohexil-N’-(4-dimethilamino-a-naftil)carbodiimida), que se une de manera covalente a
los grupos carboxilo de la proteina. Se ensayaron diferentes condiciones de temperatura,
sales, ligandos fisiologicos y valores de pH, con el fin de determinar si existia uno o mas
grupos carboxilo involucrados en el funcionamiento catalitico de la enzima. Para cumplir
con los objetivos planteados, en el primer paso se llevé a la membrana plasmaticay a la H'-
ATPasa a una condiciéon parcialmente purificada, utilizando las técnicas de centrifugacion

en gradientes de densidad zonal formados con disoluciones de sacarosa y glicerol.

1 La purificacion de la membrana plasmatica de K. lactis
1.1 La purificacion de la membrana plasmatica en un gradiente de

sacarosa

La preparacion cruda de la membrana plasmatica que se sometio al gradiente de sacarosa se
obtuvo por medio de una centrifugacién diferencial, luego de la ruptura de las levaduras
con las perlas de vidrio. Como se observa en la tabla 1, la purificacion de la membrana
plasmatica parti6 de 23.8 miligramos de proteina total que exponian una actividad

especifica de 1.6 micromolas de fosfato inorganico producido por miligramo de proteina

por minuto.
Tabla 1. Valores de purificacion de la H'-ATPasa en el gradiente de sacarosa.
Proteina Actividad Actividad Factor de
Volumen (ul) | Proteina | Total Especifica Total (U) | Rendimiento | Purificacion
(mg/ml) | (mg) | (pumolPi/ugxmin) | (umolPi/min) (%)
M. P. Cruda 2,000 11.9 238 1.56 37.13 100 1
M. P. Sacarosa 700 8.97 6.27 3.57 2238 60 2.28

La determinacion de la proteina se realizé siguiendo el protocolo modificado de Lowry. El rendimiento se
calculé a partir de los valores de actividad total antes y después de la purificacion con el gradiente de
sacarosa. El factor de purificacién o nimero de veces que se consiguié purificar la proteina, se obtuvo a partir

de las actividades especificas de cada muestra. M.P. es membrana plasmatica.
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Al purificar a la membrana plasmatica con el gradiente de densidad de sacarosa se
consigui6é una preparacion 2.28 veces mas pura que la preparacion inicial, se conservo el
26% de la proteina original (se desecho casi un 75% de proteina contaminante) y se obtuvo
un incremento de casi tres veces en la actividad especifica, con un rendimiento del 60% en
la actividad total de la H'-ATPasa. Las proteinas contaminantes que se separaron pueden
ser proteinas estructurales de la membrana plasmatica o polipéptidos externos a la fraccion
membranal, que pueden provenir de las fracciones mitocondriales, microsomales (fraccién
formada principalmente por vesiculas del aparato de Golgi y/o del reticulo endoplasmico) y
solubles que sedimentaron de manera conjunta con la fraccién de la membrana plasmatica
durante la centrifugacion diferencial (Alberts, et al,1994; Darnell et al, 1990).

Los valores experimentales de la actividad especifica de las preparaciones cruda y de la
membrana plasmatica purificada fueron similares a los reportados en la literatura (Bowman
et al. 1981; Goffeau and Slayman 1981; Sussman and Slayman, 1982; Broker and Slayman,
1983 (a y b); Bowman, 1983; Sychrova and Kotyk, 1985; Koland and Hammes, 1986;
Eraso and Gancedo, 1987; Serrano, 1988; Velasquez, 1996; Maller et al, 1996).

2 La purificacién de la H'-ATPasa

2.1 La purificacién de la H'-ATPasa 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 centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa y de
glicerol en un solo protocolo de purificacion. Como se observa en la tabla 2, al término de
la purificacién de la membrana plasmatica con el gradiente de sacarosa se consiguié una
preparacion 2.58 veces mas pura que la inicial. El rendimiento en este primer paso se
acerco al 50% de la actividad inicial, lo cual contrasta con la proteina que se recuperé al
final del protocolo, que represent6 apenas el 19.3% de la proteina inicial. La membrana
plasmatica purificada con sacarosa se sometio a un tratamiento con detergentes y a una
centrifugacion en un gradiente de glicerol. A las diferentes fracciones que se obtuvieron al
término de la centrifugacion en el gradiente zonal de glicerol se les determiné la actividad
de ATPasa para seleccionar aquellas que exhibian 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 utilizé el gradiente de densidad de glicerol y
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no se purificé previamente a la membrana plasmadtica con el gradiente de sacarosa. Se
seleccionaron y mezclaron las fracciones 4 a 12, y se centrifugaron para obtener un paquete
que contenia la mayor parte de la H'-ATPasa.

Como se puede ver en la tabla 2, al finalizar este paso la actividad especifica de la H'-
ATPasa se increment6 en un orden de magnitud con respecto a la muestra original, lo que
corresponde a un factor de purificacién de 10.47. Sin embargo, la cantidad de proteina
recuperada al finalizar la purificacién representé apenas el 0.2% de la proteina total en la
membrana plasmatica cruda, mientras que el rendimiento en la actividad de la H'-ATPasa
fue del 5.4%. Estos resultados indican que ain cuando se perdié cerca del 95% de la
ATPasa en este protocolo, se consiguié una muestra altamente purificada (como se observa
en el gel de poliacrilamida de la figura 20), pues gran parte de la proteina que se removid

representa polipéptidos distintos a la H' -ATPasa.

Tabla 2. Seguimiento de la H™-ATPasa durante la purificacion de la membrana plasmatica, ¢n su paso a través de los
gradientes de densidad de sacarosa y de glicerol.
Proteina Actividad Actividad Rendimiento
Volumen | Proteina | Total Especifica Total (U) (%) Factor de
(W) | (ug/ul) | (ug) | (nmolPi/ugxmin) | (umolPi/min) [ a b Purificacion

M. P. Cruda 6,000 244 146.4 12 175.68 100 |200.59 1
M. P. Sacarosa 730 38.7 | 28.251 31 87.578 49.85( 100 2.58
* M. P. DOC 13,500 2.1 28.35 2.57 72.85 4147 83.18 -
* Sobrenadante 13,500 | 0.46 6.21 0.097 0.602 0.342| 0.68 -
*Precipitado 500 42,59 | 21.295 34 72.403 41.21| 82.67 2.58
(Zwittergent 3-14)
* Fracciones del 7,200 - - - 7.85 446 | 8.96 -
Gradiente de
Glicerol
(Zwittergent 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 referencia la actividad total (U) de
la membrana plasmatica 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 sefialadas con un asterisco (*) corresponden a los pasos

intermedios que se obtienen durante el método de purificacion 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'-ATPasa 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 plasmatica
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 preparacion

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 plasmatica cruda y en trazos cuadrados la membrana purificada previamente con el gradiente de
sacarosa. De cada una de las preparaciones resultaron mas de 30 fracciones diferentes fueron separadas con el
colector de fracciones. Para identificar en cuales de ellas se localizaba la actividad de la ATPasa, se tomaron
alicuotas de cada una de las fracciones 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 ATPasa de protones en las muestras que se obtuvieron con

los dos protocolos, se realizé una electroforésis en un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes; es decir, en presencia del agente reductor B-mercaptoetanol y del

detergente aniénico dodecil sulfato de sodio (SDS).
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Figura 20. El patrén electroforético de la H'-ATPasa en condiciones desnaturalizantes. En los carriles | y 7 se
muestra el corrimiento de 50 pg de los marcadores de alto peso molecular (29, 45, 66, 97.4, 116 y 205 kDa).
En los carriles 2 y 3 se colocaron 40 pg de las preparaciones de membrana plasmatica cruda de diferentes
cultivos. El carril 4 corresponde a 20 pg de la membrana plasmatica purificada con el gradiente de sacarosa.
En el carril 5 se muestran 15 pg la ATPasa purificada solo con el gradiente de glicerol. En el carril 6 aparecen

15 pg de la preparacion de la ATPasa purificada sucesivamente con los gradientes de sacarosa y glicerol.

Como puede verse en el gel de la figura 20, a partir de una preparacion de membrana
plasmatica cruda con un alto grado de contaminacion (carriles 2 y 3), con el gradiente de
sacarosa se obtienen preparaciones de membrana plasmatica purificada en las que la H'-
ATPasa es la proteina mas abundante (carril 4). En la misma forma, la solubilizacion de las
proteinas de la membrana por medio de detergentes, y la purificacion con un gradiente de
glicerol, conduce a un enriquecimiento de la ATPasa de protones (carriles 5 y 6). Esta

preparacion se emplea para los experimentos de la modificacién quimica de la H'-ATPasa.
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4 La estabilidad de la H'-ATPasa
Antes de caracterizar la inhibicion de la H'-ATPasa de K. lactis con el inhibidor NCD-4, se

estudi6 el comportamiento de la enzima en el medio de incubacion (descrito en la seccién
5.2 de los materiales y métodos). Se probaron diferentes condiciones en las que se vari6 el
pH, la temperatura y la presencia de glicerol, etanol o dimetil sulfoxido. En la figura 21 se
muestra el efecto del glicerol sobre la estabilidad de la H'-ATPasa; en ausencia de glicerol

se encontré que ocurria una caida importante en la actividad de la H'-ATPasa.
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Figura 21. Ensayo de actividad y modificacién quimica de la H'-ATPasa en la membrana plasmatica
purificada con el gradiente de sacarosa. La membrana se incub6 en presencia de 15% de glicerol (circulos), o
en presencia de 15% de glicerol y 300 uM de NCD-4 (cuadros). El control sélo contenia al amortiguador
MES-KOH pH 6 a 30 °C.

Esta caida podia deberse a dos factores principales: uno, la inactivaciéon de la enzima
provocada por las condiciones de la temperatura, el pH y la fuerza i6nica entre otros
factores, o a la degradacion enzimética provocada por proteasas presentes en la
preparacion. El segundo factor se descartd, pues las dos preparaciones ensayadas se habian
tratado previamente con el inhibidor de proteasas PMSF (1 mM), el cual se afiadi6é 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 afiadieron diferentes concentraciones de glicerol al medio de incubacioén (35,
10, 15 y 20%) y se encontré 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 decidié 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'-ATPasa
Una vez que se sabia que la actividad de la ATPasa se mantenia constante a 30° C y pH 6,
se decidi6 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
de20a40°C.

W 20°C
® 25°C
100 A 30°C
LR NN+
§ : ‘ ‘ € 40°C
™ i
S 75
.=
o |
4]
1™
- 504
1]
T
2
° 25
<
0 T v L] b T L5 T o T - T - 1
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la actividad de ATPasa de la membrana plasmaética 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%.
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La figura 22 muestra que la actividad de la H"-ATPasa permanecia constante en cualquiera
de las temperaturas ensayadas, y no se observaron cambios que indicaran alguna alteracion

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 ATPasa de la membrana plasmatica purificada con el
gradiente de sacarosa. A pH 5 la inactivacion de la ATPasa fue inmediata, la actividad se perdié antes del
primer minuto de incubacion. Estos ensayos fueron realizados a 30 °C y en presencia de glicerol 15%.

A pH 5 se present6 una inactivacioén de la enzima dentro del primer minuto de incubacioén.
A pH 6, 6.5, 7 y 8 (no se muestran los datos de pH 6.5) se observé que la enzima fue
estable durante los minutos de incubacién y la mayor actividad especifica para la H'-
ATPasa se registro en el intervalo de pH 6 a 8. Con base en los resultados se escogié la

temperatura de 30° C de y un pH de 6 para realizar los estudios de inactivacion de la
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ATPasa con el NCD-4, y ver el posible efecto que podian mostrar los solventes (etanol y
dimetil sulféxido) sobre la estabilidad de la enzima. Se debe sefialar que ain cuando se
observd 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 escogié el valor de pH 6 para ser
congruente con los datos reportados en la literatura y de esta forma 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 hidrofébico que se disuelve en etanol o DMSO, se
estudio el efecto de estos solventes sobre la estabilidad de la H-ATPasa de la membrana
plasmética 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 24B, ninguno de los dos solventes afect6 la estabilidad de
la H'-ATPasa a las concentraciones ensayadas (menores a 2%), sin importar cual de las
muestras fuera la examinada. La actividad de la H'-ATPasa se mantuvo estable durante los
primeros 20 minutos de ensayo en cualquiera de las dos preparaciones. La (inica variacion
que se hallé se refiri6 a los valores de actividad especifica, las preparaciones de la
membrana plasmatica purificada con el gradiente de sacarosa (ver figura 22A) presentaron

actividades entre 3 y 3.7 pmol mg”' min™'

, mientras que las muestras purificadas con ambos
gradientes mostraron actividades de 10 a 16 umol mg” min™. En la figura 24 B se muestra
la estabilidad de la enzima en los primeros 20 minutos de ensayo; sin embargo, la enzima
permanece estable hasta por 40 o 60 minutos bajo las condiciones ensyadas: MES-KOH pH

6, glicerol 15%, 30 °C (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 plasmatica purificada
con un gradiente de sacarosa. B) Efectos del DMSO y del etanol sobre la estabilidad de la H'-ATPasa purificada con el
gradiente de glicerol. Ambos ensayos fueron realizados en presencia de glicerol 15%. a 30 °C y MES-KOH pH 6.
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5 El efecto del NCD-4 sobre la actividad de ATPasa

Una vez que se determiné el efecto del etanol y el DMSO sobre las preparaciones de la H'-
ATPasa, 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
figura 25). Se examinaron los efectos del inhibidor sobre la H'-ATPasa en el intervalo de 5
a 500 pM. Los resultados muestran que la inhibicién de la ATPasa es funcién del tiempo y
de la concentracion del NCD-4. Ademas, la inhibicion es parcial en cualquiera de las dos
preparaciones, lo cual significa que a tiempos largos el porcentaje de inhibicién de la H'-

ATPasa producido por el NCD-4 permanecio constante (ver figura 25B).

Probando diferentes algoritmos, se encontr6 que la ecuacion matematica que mejor modela
el efecto del inhibidor NCD-4, sobre la actividad de la ATPasa de protones es la siguiente:
Y = Y0 +AeRe

De esta forma, una vez conocido el efecto del inhibidor sobre la H*-ATPasa, se decidié
estudiar el efecto de los ligandos fisiologicos y los cationes monovalentes sobre la
inhibicién de la H'-ATPasa producida por el NCD-4, para lo cual se selecciono la
concentracién de 200 pM de NCD-4 disuelto en DMSO, aunque la disolucién de 200 uM

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 plasmética
purificada con el gradiente de sacarosa (A) y sobre la H'-ATPasa purificada con sacarosa y glicerol (B).
Ambos ensayos se realizaron en presencia de glicerol 15%, MES-KOH pH 6, a 30° C. La ecuacion que se ajusta
a la inhibicién parcial de la por el NCD-4 es Y = Y0 +AeRe
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Sin embargo, aunque la H'-ATPasa se inhibio con el NCD-4, cabia la posibilidad de que el
efecto parcial se debiera a la degradacion del inhibidor en el medio de reaccion, por lo que
se realizd un experimento adicional para verificar el caracter parcial de la inhibicién
producida por el NCD-4 (ver la figura 26), que consistié en modificar a la ATPasa con 200
uM 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 incubacion (ver trazo con circulos);
transcurrido este tiempo, se afiadié una cantidad adicional del inhibidor (200 uM mas de
NCD-4) sin que se observara cambio alguno en la actividad residual, con lo que se
confirmé el caracter parcial de la inactivacién producida por el NCD-4 sobre la H*-ATPasa,
y no a la pérdida o degradacion del inhibidor.

W Control
] @ NCD-4 200 uM + 200 uM
1[!]-] &
“mm B
R o
2 90+ u n
® ®
3 80 (] + NCD-4 200 uM
8 o |
- -'=..
704
8 i )
2
g o
m T T T T L T T T 1
5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (min)

Figura 26. Comprobacién del caracter parcial de la inhibicién producida por el NCD-4. La membrana
plasmatica purificada con sacarosa se incub6 a 30° C en ausencia de NCD-4 (cuadros) o en presencia de 200
puM de NCD-4 (circulos), por un tiempo total de 35 minutos. En el ultimo experimento se inicié la reaccién de

inactivacion afiadiendo 200 uM de NCD-4 y a los 15 minutos se realizé una segunda adicion de 200 uM de
NCD-4.

Con el fin de obtener la constante de velocidad de segundo orden para el NCD-4, se
realizaron ensayos de inactivacion de la H'-ATPasa con diferentes concentraciones del

inhibidor. Se obtuvo una relacion lineal entre las constantes de inhibicién (k) y la
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concentracion del NCD-4, a partir de la cual se calculé una constante de velocidad de

segundo orden cuyo valor es de 1522 M™' min™.
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Figura 27. Curso temporal de la ATPasa a diferentes concentraciones de NCD-4. A) La ATPasa (0.5 mg / ml)
se incubé con 50 mM de MES-HEPES pH 6.5 por dos minutos. La reaccion se inicié al afadir las
concentraciones de 100, 200, 300 y 400 uM de NCD<4. B) Grafica de la constante de inactivacién de
pseudoprimer orden (k) contra la concentracién de NCD-4. La constante de segundo orden se obtiene de la

pendiente de la recta.
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Es interesante constatar que este valor es 3.6 veces mayor que la del DCCD, Velasquez, en
1996 encuentra un valor para la constante de segundo orden de 430 M™' min ' con la H'-
ATPasa de K. lactis. Con el fin de conocer el efecto del NCD-4 sobre las constantes
cinéticas de la ATPasa de protones, se estudid la cinética de estado estacionario de la
proteina sin modificar y modificada con 200 uM del NCD-4. La figura 28 muestra que la
modificacién 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™-ATPasa purificada con el gradiente de sacarosa. La Km
para la ATPasa sin modificar es de 2.67 y la Vmax de 6.3; mientras para la ATPasa modificada fueron 1.12 y
1.85 para la Km y Vmax respectivamente. La concentracién de NCD-4 con que se incubé la membrana fue de

200 puM durante 40 minutos, al término de los cuales se centrifugo a 35, 000 en el rotor 65 Ti.

6 La determinacion del caracter irreversible de la modificacion
quimica

En la literatura estd ampliamente reportado que las carbodiimidas reaccionan
covalentemente con las proteinas, 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 formacion del complejo enzima-inhibidor se debia a la aparicion de
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un enlace covalente, se realizd un experimento en el que se estudio la recuperacion de la
actividad de la H'-ATPasa al diluir el inhibidor.

1 ®  NCD-4 200 uM (concentracion inicial)
64 u ® Actividad después de la dilucion (NCD-4 15.38 uM (concentracitn final))
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Figura 29. Modificacién quimica irreversible entre el NCD-4 y la H'-ATPasa de K lactis. La ATPasa
purificada con el gradiente de glicerol se modificé con 200 uM de NCD-4, se incub6 a 30° Cy pH 6, a los 20
minutos de haber iniciado la reaccién con la carbodiimida, se diluyé 100 veces la preparacion en la solucién
de la H'-ATPasa y se determiné la liberacién de Pi (hidrélisis del sustrato MgATP) acoplando el curso

temporal al método colorimétrico de Fiske y Subbarrow.

En una primera etapa se incub6 a la enzima con 200 uM de NCD-4 y para los 20 minutos la
actividad de hidrélisis de la H'-ATPasa habia disminuido en un 50 % y se mantuvo
constante (ver figura 29). En la segunda parte del experimento, la proteina modificada con
el NCD-4 se diluy6 en la solucién de ensayo de la H'-ATPasa y se mantuvo en hielo. Con
esta dilucién, la concentracién final del NCD-4 fue de 20 uM; a diferentes tiempos se
tomaron alicuotas de 250 pl que se colocaron en el bafio a 30° C y se les determind la
hidrélisis del MgATP. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 29,
donde se observa que la modificacién quimica de la H'-ATPasa producida por el NCD-4 es
irreversible (ver circulos), ya que la inhibicion de la enzima por la carbodiimida no se
revierte cuando el sistema se diluye para disminuir la concentraciéon del NCD-4. Si la
interaccion entre la ATPasa y la carbodiimida fuera a través de interacciones no covalentes,

al diluir las muestras se observaria la recuperacion de la actividad de la enzima. Otra
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evidencia de que la modificacion quimica que produce el NCD-4 sobre la ATPasa de
protones es covalente, proviene de la electroforésis en condiciones desnaturalizantes de las
preparaciones de la H'-ATPasa y de la membrana plasmatica marcada con NCD-4 (figura
30). En este gel se observa que la uni6én del compuesto se lleva a cabo predominantemente
sobre la H'-ATPasa, y que el inhibidor se desplaza de manera conjunta con la proteina atn

en las condiciones desnaturalizantes en las que se realizé la electroforesis.

Membrana
l-'l"'-ATl_’asa _Plasmatica
Pozos — : ”b i
Interfase entre
el gel concentrador —»
y separador :
Bandade 100kDa —» i e

(H*-ATPasa)

Figura 30. Electroforesis desnaturalizante de la H'-ATPasa modificada por el NCD-4. Adn cuando gran parte
de la enzima no alcanzé a entrar al gel concentrador (pues se formaron agregados de la H-ATPasa que no se
disolvieron con B-mercaptoetanol y SDS 0.1%), en la proteina que alcanzé 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 pg de proteina.

7 El efecto de los ligandos fisiologicos sobre la inhibicion de la

ATPasa por NCD-4

Los ligandos fisiolégicos que se probaron para caracterizar la inhibicién de la H'-ATPasa
con el NCD-4 fueron el Mg”*, Mg-ADP y ADP. Cuando se ensayé el catién divalente
Mg?*, se encontr6 que la inactivacién de la enzima por el NCD-4 se increment6 (ver figura

31), probablemente debido a que el cation Mg®* induce cambios conformacionales que
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facilitan la entrada del NCD-4 a un sitio hidrofobico, donde se localiza el o los grupos
carboxilo que reaccionan de manera covalente. En forma similar, el complejo Mg-ADP
potencié la inactivacion de la H'-ATPasa por el NCD-4. En contraste con lo anterior, el
ADP no afecto la cinética de inactivacion de la H'-ATPasa 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 Mg™ sobre la inhibicion de la H™-ATPasa por NCD-4. Las

condiciones de ensayo son similares a los experi anteriores: glicerol 15%, MES-KOH pH 6, 30 °C.

8 El efecto de los cationes monovalentes sobre la inhibicion de la
ATPasa por NCD-4

Contrario al efecto visto con el cation divalente Mg?’, los cationes monovalentes (que se
afiadieron en forma de NaCl y KCI) mostraron proteccién contra la inhibicién de la H'-
ATPasa (ver figura 32).
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Figura 32. Efecto del K* y Na’ sobre la inhibicién de la H'-ATPasa por NCD-4. Las condiciones del ensayo
son glicerol 15 %, pH 6, 30 °C.

9 El efecto del DCCD sobre la ATPasa modificada previamente
con NCD-4

Con el fin de averiguar si la inhibicion producida por el NCD-4 afecta a grupos carboxilo
diferentes de los modificados por el DCCD (una carbodiimida hidrofébica que inhibe
totalmente a la ATPasa de protones), se decidi6 realizar dos ensayos de actividad en los
cuales se observaria 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 produciria una inhibicién de la H'-ATPasa aun cuando ésta hubiese sido
modificada previamente por el NCD-4. Los resultados de estos experimentos (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 H*-ATPasa modificada con el NCD-4; y también el
NCD-4 incrementa la inhibicién de la proteina modificada con el DCCD.
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Figura 33. Modificacién de la ATPasa por el NCD-4 y el DCCD. A) Se incub6 a la ATPasa de la membrana plasmética

purificada con el gradiente de sacarosa en ausencia (cuadros) o en presencia de 200 pM de NCD-4 (circulos y tridngulos),

en una de las condiciones a los 10 minutos se afadieron 200 uM de DCCD (triangulos) y se siguié la reaccién por otros

25 minutos. B) Se incubd a la H+-ATPAsa de la membrana plasmatica purificada con el gradiente de sacarosa en ausencia

(cuadros) o en presencia de 200uM de DCCD (circulos); en la tercera condiciéna los 6 minutos se afadieron 200 uM de

NCD-4 (triangulos) y se siguié la reaccion por 10 minutos mas. En ambos ensayos de actividad, se tomaron alicuotas a los

tiempos indicados para determinar la actividad de la ATPasa. Las condiciones de ambos ensayos fueron glicerol 15%.

MES-KOH pH 6, 30° C.
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El que las dos carbodiimidas se unen a sitios distintos en la H-ATPasa, se confirmé por
medio de una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en donde en una primera
etapa se incubo a la enzima con 200 uM de NCD-4 y a los 15 minutos se afiadieron 200
pM de DCCD. En una segunda etapa del experimento, la proteina fue modificada primero
con 200 pM de DCCD y a los 15 minutos se afiadieron 200 uM de NCD-4. El resultado de

esta electroforesis se muestra en la figura 34.
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Figura 34. La electroforesis desnaturalizante de la membrana plasmatica purificada con sacarosa modificada
con NCD-4 vs DCCD. Carril izquierdo) la H'-ATPasa fue modificada con 200 uM NCD-4 y 200 uM DCCD
afiadido 15 minutos después de haber iniciado la reaccién. Carril derecho) la H'-ATPasa se modifica primero
con DCCD y 15 minutos después se afiadio el NCD-4.
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V. DISCUSION

Aunque se conoce mucho sobre el funcionamiento y la estructura de las ATPasas de la
membrana plasmatica de hongos y plantas, aiin quedan varias interrogantes por contestarse,
la mayoria de ellas relacionadas con la falta de informacién sobre la estructura
tridimensional de la proteina. Asi, se desconoce el mecanismo del transporte de los iones a
través de las membranas, de la hidrdlisis del ATP y de la transduccion de energia para la
generacion del gradiente de potencial electroquimico (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 aminodcidos que son
funcionalmente importantes, asi 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 nimero y la localizacion espacial de los sitios especificos en
donde ocurre la union del ATP y de los cationes fisiologicos.

Por estas razones, con el fin de obtener mayor informacion acerca de los residuos
involucrados en la unién de los ligandos fisiologicos y de los residuos esenciales para la
actividad de la enzima, se realizaron modificaciones quimicas de la H-ATPasa de la
membrana plasmatica del hongo hemiascomiceto Kluyveromyces lactis con el inhibidor
NCD-4.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la modificacion quimica de la H'-
ATPasa por esta carbodiimida es irreversible, se potencia con los ligandos fisiologicos
Mg”" y Mg-ADP, y disminuye con los cationes monovalentes Na* y K'. Un dato
interesante es que al modificarse la H'-ATPasa 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

inactivacion total que produce el DCCD.

1 La membrana plasmatica de K. lactis

El hongo hemiascomiceto K. lactis se selecciono por la facilidad que ofrece para cultivarse
y obtener grandes cantidades de células bajo condiciones de luz, temperatura y medio de
cultivo sencillos y econdémicos. Otras ventajas de este hongo son el tiempo de cultivo corto

y su cémodo manejo y almacenamiento, ademas de que se obtienen preparaciones con
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mayor rendimiento de membrana plasmatica y mayores actividades especificas de la H'-
ATPasa purificada, en comparacion con otros hongos como S. cerevisiae.

Asimismo, se tiene la estructura primaria del gen PMAI que codifica para la ATPasa de
protones de K. lactis (Miranda y cols, 1995), la cual muestra homologia 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 regulacion 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 de las ATPasas de protones con
las secuencias de las ATPasas de Na'/K'. ATPasas de Ca’" y ATPasas de H'/K", se
descubre que hay homologia a pesar de las capacidades de transporte y la especificidad por
cationes distintos. De nueva cuenta, la region mas conservada en estas ATPasas
corresponde a la secuencia que comprende desde el final del cuarto segmento
transmembranal hasta el sitio de fosforilacién, lo que sugiere que todas las ATPasas tipo P
evolucionaron a partir de un ancestro comun que formaba un intermediario covalente
aspartil fosfato durante su ciclo catalitico. A partir de este ancestro evoluciono la capacidad
para transportar diferentes cationes (Serrano, 1993).

Otro punto a favor de la H'-ATPasa como modelo biolégico, es que se realizaron estudios
en donde se caracteriz la inhibicién de la H'-ATPasa con agentes quimicos como la N-
etilmaleimida (NEM), el isotiociocianato de fluoresceina (FITC) y el bromuro de etidio
(EB) (Brooker and Slayman, 1983; Miranda, 1995), y algunas carbodiimidas como el
DCCD y el EDC (Velasquez, 1996).

2 La purificacion de la H'-ATPasa

Para purificar la membrana plasmatica de K. /actis se utilizo un gradiente de densidad zonal
de sacarosa, mientras que para purificar a la H'-ATPasa se utilizaron detergentes y técnicas
de centrifugacion zonal con gradientes de glicerol. Al término de la purificacion de la
membrana plasmatica con el gradiente de sacarosa, se obtuvo una preparacion que mostré

en un gel con SDS, una banda predominante de 100 kDa que corresponde a la H'-ATPasa.
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Con este método se consiguié una preparacion 2.28 veces mas pura que la preparacion de
membrana plasmatica cruda, con una recuperacion del 26% de la proteina original y un
incremento de casi tres veces en la actividad especifica, con un rendimiento del 60.27% en
la actividad total de la H'-ATPasa.

Con la purificacién de la ATPasa de protones a partir de la membrana plasmatica cruda,
utilizando el gradiente de glicerol y el detergente Zwittergent 3-14, se consiguié una
preparacion que increment6 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 resulté de 5.38% para la proteina total y de 5.37% para la actividad total.
Cuando se combinaron ambos gradientes de densidad zonal en un solo protocolo, se
consiguié una muestra altamente purificada, en la que la actividad especifica de la H'-
ATPasa aumentd en un orden de magnitud y la pureza de la H'-ATPasa se incrementd
10.47 veces. Sin embargo, el rendimiento de este ultimo protocolo fue muy pobre, con una
recuparacién 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
ATPasa, y varias bandas de menor peso molecular. Estas bandas contaminantes son
dificiles de separar y se presentan también cuando se utilizan otros métodos de purificacion
descritos en la literatura (Malpartida y Serrano, 1981; Olivera, 1990).

Cuando se hizo el balance de los métodos, se decidié trabajar con la muestra de la
membrana plasmatica purificada con el gradiente de sacarosa. La H'-ATPasa que se obtuvo
en estas preparaciones fue activa y estable con las condiciones experimentales disefiadas,
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 divalentes sobre la modificacion
quimica con la carbodiimida. Por otro lado, ain 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'-ATPasa en las condiciones

experimentales

La H'-ATPasa de la membrana plasmatica purificada con el gradiente de sacarosa fue
inestable a 37° C y pH 6, pues conforme avanzaba el tiempo del ensayo se observaba que
su actividad de disminuia. Este problema se resolvié afiadiendo glicerol a concentraciones
mayores de 10% (volumen /volumen). Con una concentracion de glicerol de 15% la
ATPasa mantuvo su estabilidad en las condiciones disefiadas para los ensayos de actividad,
incluso durante 120 minutos. A la par de estos experimentos, se descarté 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 inositol, la sacarosa, la trealosa, entre otros,
y se decidié utilizar al glicerol como agente estabilizante de la proteina siguiendo los

antecedentes inmediatos del laboratorio (Pardo, 1990; Velasquez, 1996).

4 El efecto de los solventes etanol y DMSO sobre la estabilidad
de la H'-ATPasa

Al ser el NCD-4 una carbodiimida hidrofébica que se disuelve en DMSO y etanol, se
estudio el efecto de estos solventes sobre la estabilidad de la H'-ATPasa. Se encontré que a
las concentraciones ensyadas, ninguno de los dos solventes afecta la estabilidad de la
enzima, independientemente de la preparacion que se use (membrana plasmatica purificada
con el gradiente de sacarosa o la ATPasa solubilizada con detergentes y purificada con el
gradiente de glicerol). De esta forma, se descartdé un efecto inespecifico de los solventes

que pudiera alterar la estabilidad de la ATPasa y/o la inhibicién 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
(Ahlers, 1981, Bowman and Blasco, 1981), pero se desconocia la estabilidad de la H'-

ATPasa de K. lactis en nuestras condiciones experimentales. Por esta razon se decidio
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estudiar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la membrana plasmatica
purificada con el gradiente de sacarosa y también sobre la H'-ATPasa purificada con los
gradientes de sacarosa y glicerol.

Se encontr6é que siempre que se trabajara con concentraciones de glicerol mayores de 10%
(v/v), la ATPasa de protones permanecia estable en el intervalo de temperaturas de 20 a 40°
(8

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 encontré que a un pH menor de 6 la enzima se inactiva ripidamente,
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 plasmatica y de la H™-ATPasa purificada,
se presentaron en el intervalo de pH de 6 a 7. Estos resultados concuerdan con los datos
reportados en la literatura para las ATPasas de otros hongos, como S. cerevisiae y Z. rouxi.
Una conclusion que se derivo de estos ensayos, es que a valores de pH acidos no se podria
analizar la proteccion por uno de los sustratos (el H") 6 por el producto de la reaccién (Mg-
ADP) contra el inhibidor NCD-4, pues a altas concentraciones del ién H' (valores de pH
menores a 6) la inactivacién de la H'-ATPasa es muy rapida, y en estas condiciones es
dificil detectar algin efecto de proteccion del sustrato fisiologico o del producto de la
enzima sobre la inhibicién producida por el NCD-4. En la misma forma, el intervalo de pH
que se selecciond para estudiar el efecto de los ligandos fisiologicos y de los cationes
monovalentes sobre la inactivacién de la H'-ATPasa producida por el NCD-4, fue de pH 6
a8.5.

7 El efecto del NCD-4 sobre la actividad de la H-ATPasa

El NCD-4 es una carbodiimida hidrofobica de estructura voluminosa, que carece de carga,
y que al igual que otras carbodiimidas con caracteristicas similares, reacciona con grupos
carboxilo que se localizan en un ambiente hidrofébico (Means y Feener, 1971; Carraway,
1972, Chadwick, 1975, Velasquez, 1996). Para caracterizar el efecto de este inhibidor sobre
la ATPasa de protones de K. lactis se probaron diferentes concentraciones de NCD-4 que

abarcaron el intervalo de 5 a 500 uM. Se encontr que la inhibicién de la H'-ATPasa por el



77

NCD-4, es dependiente del tiempo y de la concentraciéon del reactivo. En todas las
concentraciones del inhibidor que se probaron se inactivé parcialmente la enzima en los
primeros 20 minutos de incubacion con el NCD-4. El hecho de que el valor de la inhibicion
parcial de la H-ATPasa dependa de la concentraciéon 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 regeneracion del carboxilo (ver figura 12) y que disminuyen la concentracion
efectiva del NCD-4. Es decir, cuando se afiaden concentraciones pequefias de NCD-4 al
medio de incubacion, no todas las moléculas de ATPasa 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 uM, se
incrementa la probabilidad de que todas las ATPasas se modifiquen. La inhibicion fue
parcial en cualquiera de las preparaciones utilizadas, ya sea la membrana plasmatica
purificada con el gradiente de sacarosa, o bien la H'-ATPasa solubilizada con detergentes y
purificada con el gradiente de glicerol. La modificacion de la enzima con el NCD-4 resulté
ser estable en los ensayos de actividad de hidrolisis del ATP hasta por 60 minutos.

Se realizaron ensayos de inactivacion a tiempos cortos (se tomaron alicuotas cada 30
segundos durante los primeros 5 minutos de la reaccion) y se encontrd que la constante de
velocidad de segundo orden para el NCD-4 fue de 1522 M min'. Cuando se realizaron las
cinéticas de estado estacionario para el complejo Mg-ATP, se hallé 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 clasico (reversible).

8 El NCD-4 produce una inhibicién parcial que involucra la

formacion de un enlace covalente

El caracter parcial de la inhibicion de la H'-ATPasa por el NCD-4 se corroboré con el
experimento de la figura 26, en donde la enzima se incubd con una concentracion de 200
pM de NCD-4 y, una vez que se habia inactivado parcialmente la proteina y la actividad de

hidrélisis del ATP se mantenia estable, se afiadio al medio de incubacion otros 200 pM del
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NCD-4. Al no cambiar la actividad de la ATPasa con esta segunda adici6n del inhibidor, se
concluy6 que la modificacion 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 inhibidor.
También se confirmé que la reaccién que ocurria entre el NCD-4 y la H'-ATPasa implicaba
la formacion de un enlace covalente. Si la inhibicién hubiera sido reversible (no covalente),
al disminuir la concentraciéon del inhibidor por medio de una dilucién de la solucién de
ensayo de la ATPasa, se hubiera registrado una recuperacion de la actividad de hidrolisis de
ATP. Sin embargo, la actividad se mantuvo constante en un 60% de la actividad inicial, lo
cual sugiere que la modificacion quimica de la ATPasa es irreversible en las condiciones
experimentales descritas en este trabajo.

Ademas, cuando se realizé una electroforesis en condiciones desnaturalizantes de la enzima
modificada previamente con el NCD-4 (ver figura 28), se observo que la marca de la
fluorescencia producida por la formacién del complejo N-acilurea entre la carbodiimida y
uno o mas grupos carboxilo de la H'-ATPasa permanecia estable en las condiciones de la
electroforesis y migraba junto con la banda de 100 kDa correspondiente a la ATPasa de
protones. Es importante remarcar que la banda de la H'-ATPasa fue la unica marcada de

manera apreciable por la carbodiimida.

9 El NCD-4 produce una inhibicién de la H'-ATPasa distinta al
DCCD

El DCCD es una carbodiimida hidrofébica con caracteristicas muy similares al NCD-4
(Carraway, 1972, Chadwick, 195, Velasquez, 1996), y existen trabajos en donde se
caracteriza la inactivacion irreversible de algunas ATPasas por este inhibidor (Sussman y
cols, 1982 y 1987). Por estas razones se consideré necesario distinguir si la inhibicién
mediada por el NCD-4 era distinta a la producida por el DCCD, o si estos reactivos
competian por los mismos grupos carboxilo inmersos en un ambiente hidrofobico.

El NCD-4 es una carbodiimida mucho menos reactiva probablemente debido al mayor
tamafio de su estructura quimica en comparacion con el DCCD, (Chadwick and Thomas.
1983); sin embargo, con el NCD-4 se abre la posibilidad de utilizar técnicas de
fluorescencia para seguir los cambios conformacionales 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 aiadi6 200 uM de DCCD a una H'-ATPasa modificada
previamente con 200 uM de NCD-4; se esperaba que si las dos carbodiimidas compitieran
por los mismos sitios en la proteina, el NCD-4 pudiera proteger a la enzima en contra del
DCCD, que ejerce una inhibicién total e irreversible de la actividad de la H'-ATPasa. Sin
embargo, al ser afiadido el DCCD a la proteina modificada previamente por el NCD-4 la
actividad de hidrélisis del ATP disminuy6 dristicamente, lo cual sugiere que la
modificacién que realizan ambos reactivos afecta a grupos diferentes en la proteina.

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
inactivacion con el NCD-4 muestra una caida rapida en la actividad de hidrolisis del ATP
en los primeros minutos de ensayo y después se alcanza una meseta estable, con el DCCD
la inactivacion es mas lenta. Aunque ambas carbodiimidas son voluminosas e hidrofobicas
y por tanto deberian tener cinéticas de inactivacion 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 utilizan 150 o 200 uM del inhibidor (Sussman y
Slayman, 1982), mientras el NCD-4 genera una proteina con una actividad residual.
Ademads, cuando se corrio la electroforesis con la proteina modificada con el NCD-4 e
incubada con el DCCD, se confirmé que ambas carbodiimidas atacan a grupos carboxilo
diferentes, pues si las dos carbodiimidas compitieran por el mismo sitio, la proteina
modificada por el NCD-4 hubiera sido protegida contra la inactivacion total producida por
el DCCD; y en la misma forma, la ATPasa modificada por el DCCD no permitiria la union
del NCD-4. Sin embargo, esto no ocurrié y la formacién del aducto estable N-acilurea
(visible con luz ultravioleta) ocurri6 independientemente del orden en que fueron afiadidas
las carbodiimidas.

Otra evidencia que sefiala que la inactivacion producida por las dos carbodiimidas es
debido a la modificacion de grupos carboxilo diferente proviene de los ensayos de
proteccion con los ligandos fisiolégicos ng y Mg-ADP. Para el caso del DCCD se
encontré que hay proteccion por los ligandos (Veldsquez, 1996), mientras que para el
NCD-4 se encontr6 que, contrario a lo esperado, la inhibicion se potencia con los mismos

ligandos.
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10 El efecto de los cationes sobre la inhibicion de la ATPasa por

el NCD-4

Para entender el mecanismo de transporte y transducci6n de energia 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 sélo existen cristales bidimensionales
de baja resolucion para la ATPasa de N. crassa, los cuales no son lo suficientemente
buenos para determinar la posicién de los elementos transmembranales, asi como el arreglo
de las regiones hidrofilicas e hidrofébicas que estan involucradas en el mecanismo
catalitico de la H'-ATPasa (Toyoshima, 1993; Stockes, 1994; Auer, 1998, Stockes, 1999).
Por esta razén, el uso de ligandos constituye una estrategia importante para la
caracterizacion de la modificacién quimica de la H'-ATPasa producida por el NCD-4, ya
que si los ligandos ejercen una proteccion total, esto seria un indicio util para identificar el
o los residuos que reaccionan con las carbodiimidas, lo cual permitiria conocer de manera
indirecta la localizacion del residuo que interviene en la reaccion.

Los cationes que se utilizaron en nuestros experimentos son el Mg™, el Na" y el K. El
magnesio se requiere para la hidrélisis del ATP por las P-ATPasas (Ahlers, 1981) y ademas
puede modular la inactivacién 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 unién para cationes monovalentes en estas ATPasas.

10.1 El efecto del Mg** y el MgADP sobre la inhibicién de la H*-
ATPasa por el NCD-4

Para estudiar el efecto de los ligandos fisiolégicos de la enzima, en este trabajo se utilizo al
inhibidor competitivo del sustrato, el Mg‘”-ADP. y al inhibidor no competitivo, el Mgz*. y
se observé el efecto que ambos ejercian sobre la inhibicién de la H'-ATPasa producida por
el NCD-4. El catién libre y el complejo Mg2+~ADP potenciaron la inhibicién parcial de la
H'-ATPasa producida por la carbodiimida; sin embargo, el ADP por si solo no produjo
efecto durante los ensayos de inhibicion. Estos resultados probablemente se deban a que el

catién induce cambios conformacionales que facilitan la entrada del NCD-4 al sitio
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hidrofébico, 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 inhibicién de la H'-
ATPasa por el NCD-4

Cuando se examind el efecto de los cationes monovalentes potasio y sodio sobre la
inhibicion de la H'-ATPasa por el NCD-4, se encontré que ambos cationes, que se podrian
considerar como analogos al H' que es un sustrato de la enzima, protegieron parcialmente a
la H'-ATPasa. Este resultado sugiere la posibilidad de que el H' proteja a la ATPasa contra
la inactivacion producida por el NCD-4, y de esta manera asemejarse a la proteccion total
dada por el Ca’" contra la inactivacién por el NCD-4de la ATPasa de calcio del reticulo
sarcoplasmico, que encontraron Chadwic y Thomas en 1983. Empero, no es posible
demostrar esto directamente, pues a concentraciones altas del proton (pHs menores que 6.0)
la enzima se inactiva en los primeros minutos, lo cual impide determinar el pKa del residuo
que reacciona con el NCD-4.

Aun cuando pareciera que los volimenes atémicos del potasio y del sodio son 22 o hasta 60
veces mayores que el volumen del sustrato natural de la H'-ATPasa, es importante notar
que este ion esta 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 conformacional a distancia, al interactuar el cation con un sitio de unién
especifico para cationes monovalentes en la ATPasa, lejos del sitio del proton, el cual se

encuentra en el dominio membranal de la proteina.

11 Los probables sitios de union del NCD-4

Para localizar el (los) sitios donde se une de manera covalente el NCD-4, se ubico en la
estructura primaria de la H'-ATPasa a los grupos carboxilo inmersos en la membrana
plasmatica de la levadura. La secuencia de aminoacidos se dedujo a partir del gen PMAI de
K. lactis (Miranda y cols, 1995), y se someti¢ al analisis de hidropatia para asi encontrar los

posibles grupos carboxilo que pueden ser modificados por el NCD-4 (ver figura 35).
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Segmentos transmembranales de la H*-ATPasa de K. lactis
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Figura 35. Localizacién de los grupos carboxilo inmersos en los segmentos transmembranales de la ATPasa

de protones de K. lactis.

Los residuos de aminoacidos E-110, D-124, D-711 y D-814 de la estructura primaria de K.
lactis tienen sus homologos en la secuencia de S. cerevisiae, desplazados en las posiciones
E-129, D-143, D-730 y D-833, respectivamente; sin embargo, no se ve alterada su
ubicacion dentro de los segmentos transmembranales. Por tanto, para el analisis de los
resultados de este trabajo solamente tomaremos en cuenta a los 4 aminoacidos consenso en
los analisis de hidropatia reportados en la literatura como los probables sitios a los cuales
pueda unirse el NCD-4.

Asi, los ensayos de actividad que se hicieron ocupando el NCD-4 y el DCCD resultan de
gran importancia para la localizacion 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 unién,
resulta que de los cuatro grupos carboxilo de las H'-ATPasas inmersos dentro de la
membrana plasmatica, se descarta al acido glutdmico ubicado en la posicion 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 DCCD (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 acido

aspartico 124, 711 y 814 de la secuencia de K. lactis (Miranda y cols, 1995).

12 E1 NCD-4 y la ATPasa de Calcio
Se conoce que los sitios de union para el NCD-4 en la ATPasa de calcio del reticulo
sarcoplasmico son los residuos de acido glutimico E-231 y E-309. localizados en los

segmentos transmembranales 3 y 4 de la enzima (Sumbilla, y cols, 1991). Sin embargo,
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estos residuos no estin presentes en la secuencia de aminodcidos de las ATPasas de
protones de los hongos. Por tanto, en la misma forma en que el sitio de unién del DCCD en
la Ca®*-ATPasa (glutamico 953) no corresponde con el sitio descrito para las ATPasas
fungicas (aspartico 129), esperamos que el (los) sitio(s) de union del NCD-4 en la ATPasa
de protones de K. lactis sean también distintos a los reportados para la Ca**-ATPasa
(Goldshelger y cols, 1992).

13 Perspectivas

A partir de los resultados de la inactivacién de la ATPasa de protones por el NCD-4, surgen
varios puntos que deben de tomarse en cuenta: es necesario mejorar la técnica de
purificacion de la ATPasa con el gradiente de centrifugacion zonal con glicerol, para
realizar estudios de cambios en la fluorescencia con la H-ATPasa modificada por el NCD-
4 y de esta forma conocer los cambios conformacionales que lleve a cabo la enzima durante
su mecanismo catalitico. Al mismo tiempo, también deben localizarse el (los) grupo(s)
carboxilos a los que se une el NCD-4 y que se ven involucrados en la formacion del aducto
estable N-acilurea fluorescente. El estudio de los cambios de fluorescencia en la ATPasa
puede resultar de gran valor para resolver la controversia que existe en el campo de las
ATPasas tipo P, en donde actualmente se debate la validez del modelo clasico E1-E2
propuesto por Jardetzki y colaboradores en 1966, pues algunos de sus postulados (como la
existencia de dos y “solo dos estados conformacionales” para las P-ATPasas, y las
predicciones poco acertadas para la orientacion espacial y la afinidad de los iones) son
puntos de fuerte debate en estos momentos (Stokes y cols, 1999). En la misma forma, se
deben estudiar los cambios conformacionales a distancia que relacionan los sitios de unién
a los iones y el sitio de fosforilacion en las P-ATPasas. También hace falta explicar los
cambios en la disposicion espacial de las asas citoplasmicas y los segmentos

transmembranales en funcion de la union de los iones (Scarborough, 2003).
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VI. CONCLUSIONES

e Las condiciones 6ptimas para ensayar la actividad de la HY-ATPasa y caracterizar
la inactivacién de la enzima por el NCD-4 fueron 30° C, pH 6 0 6.5 y 200 o 300

uM del inhibidor y 15% de glicerol.

e Los solventes DMSO y etanol en las concentraciones de 1 a 3%, no alteran la

estabilidad de la enzima.

e EI NCD-4 es un inhibidor que reacciona covalentemente con la H-ATPasa, y que

produce una inhibicién parcial e irreversible de la enzima.

e ElMg?"y el Mg-ADP potencian la inactivacién de la enzima por el NCD-4.

o Los cationes monovalentes Na* y K protegen a la ATPasa de la inhibicion

producida por el NCD-4.

e La inactivacion que produce el NCD-4 sobre la ATPasa de protones es diferente a la

producida por el DCCD
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