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RESUMEN

La F1Fo-ATP sintasa mitocondrial o complejo V es una enzima que se encuentra unida a la membrana y juega un
papel esencial en la fosforilacion oxidativa. La fosforilacion oxidativa en todas las células depende de la sintesis
de ATP por la ATP sintasa, cuya estructura catalitica, es decir la del dominio F;, esta bien establecida. Aunque la
enzima funciona en su estado monomérico, existe evidencia de que los mondémeros pueden interactuar para

formar un supercomplejo dimérico en las mitocondrias en el caso de algunos mamiferos y algunas plantas.

La ATP sintasa mitocondrial de las algas cloroficeas es un complejo dimérico de caracteristicas Unicas; posee las
subunidades canodnicas cataliticas pero no presenta las subunidades clasicas del estator periférico y las
subunidades ortodoxas involucradas en la dimerizacion. En lugar de las subunidades clasicas contiene nueve
polipéptidos en el rango de 10 a 61 kDa que no tienen contraparte en otras ATP sintasas mitocondriales y cuyo

origen evolutivo es hasta la fecha desconocido.

En este trabajo se evalud la actividad de ATPasa de la ATP sintasa de Polytomella sp. y el efecto sobre la misma
de detergentes y proteasas. Se encontrd que la enzima dimérica presenta de manera basal una actividad
hidrolitica sumamente pequefia que se incrementa al tratar a la enzima con algunos detergentes no ionicos y con

proteasas.

Al valorar la susceptibilidad de la enzima a diversas proteasas, se determind que las subunidades que se
degradan mayoritariamente son ASA3, B, ASAly 6. Con menor grado de susceptibilidad, o, ASA2, ASA4 Yy v.
De manera notable la estructura dimérica es altamente resistente al corte por proteasas, o que no sucede con la
estructura monomérica; lo anterior lleva a concluir que el dimero de la ATP sintasa de Polytomella sp. es una
estructura compleja con una estabilidad muy alta y que podria estar finamente regulada desde el punto de vista

funcional.



1. INTRODUCCION



1. LAS MITOCONDRIAS

Las mitocondrias son quiza los organelos mejor estudiados que estan presentes en la gran mayoria de las células
eucariontes. Fueron descritas de manera notable en el siglo XIX por Kollicker y Fleming. En 1890 Altman,

utilizando verde Jano, logré tefirlas para estudiarlas.

Las mitocondrias son las encargadas de proporcionar a la célula la mayor parte de su energia, tienen la capacidad
de oxidar diversos sustratos metabdlicos, via el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la cadena respiratoria y
eventualmente dar lugar a la sintesis de adenosin trifosfato (ATP), produciendo asi la energia quimica necesaria

para los procesos metabolicos.

Se sabe que las mitocondrias y los cloroplastos presentan un genoma propio, son capaces de dividirse y no se
generan de novo, ademas de que cuentan con toda la maquinaria para llevar a cabo la sintesis de algunas
proteinas. Las mitocondrias estdn presentes en mayor numero en aquellas células que estan metabdlicamente

muy activas y tienen un mayor requerimiento de energia, como es el caso de los tejidos muscular y cardiaco.

Se piensa que las mitocondrias tuvieron su origen a partir de la endosimbiosis entre una o proteobacteria y su

hospedero, el cual pudo haber sido un procarionte o una arquea (Margulis, 1970; Miller y Martin, 1999).

Las mitocondrias, al igual que las bacterias gram-negativas, tienen dos membranas (figura 1). La membrana
mitocondrial externa es permeable a moléculas pequefias (M; < 5000) e iones. La membrana interna es
impermeable a la mayoria de moléculas pequefias e iones, incluido el proton (H"); las Gnicas especies que cruzan
la membrana interna son aquellas para las que existen transportadores especificos. La membrana interna aloja los
componentes de la cadena respiratoria y a la ATP sintasa, mientras que en la matriz mitocondrial se encuentran

las moléculas de DNA, los ribosomas y una gran cantidad de enzimas solubles.

La membrana interna se pliega para dar lugar a las crestas mitocondriales, las cuales difieren en tamafo, forma y

namero, no sélo en diferentes células, sino también en la misma célula, dependiendo de su estadio funcional.

La presencia de las membranas da lugar a dos compartimentos: el espacio intermembranal y la matriz
mitocondrial. La matriz mitocondrial contiene el complejo de la piruvato deshidrogenasa y las enzimas del ciclo
del &cido citrico, de la ruta de la B-oxidacion de los acidos grasos y de las rutas de oxidacion de los aminoacidos,

es decir, todas las rutas de oxidacion de combustibles, excepto la glucdlisis.



Espacio intermembrana
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Figura 1. Estructura de las invaginaciones de la mitocondria, se puede observar la membrana externa asi como las crestas.
(Tomado de http://laborwoman.blogspot.com)

2. LA CADENA RESPIRATORIA

La cadena respiratoria mitocondrial consta de una serie de transportadores de electrones que actlan
secuencialmente, la mayoria de los cuales son proteinas oligoméricas integrales de membrana con grupos

prostéticos capaces de aceptar y donar uno o dos electrones. Ver figura 2.

La oxidacion de los sustratos se lleva a cabo en la membrana interna mitocondrial, mediante cuatro complejos
enzimaticos multiméricos que se encuentran embebidos en ésta. Estos complejos enziméticos cuentan con
grupos prostéticos, tales como el grupo hemo o las flavinas, y son capaces de llevar a cabo reacciones de 6xido-
reduccidn. De esta forma, se transfieren electrones entre los diferentes complejos a partir de sustratos reductores
tales como el NADH, el succinato y el FADH,. Estas moléculas provienen de diferentes rutas metabdlicas,

principalmente del ciclo de Krebs.

Los transportadores de electrones de la cadena respiratoria se pueden separar fisicamente de la bicapa lipidica,
mediante el tratamiento de la membrana interna mitocondrial con detergentes suaves, lo cual permite la
resolucion de cuatro complejos distintos, siendo cada uno de ellos capaz de catalizar la transferencia de

electrones a través de una porcién de la cadena.

La transferencia de electrones se lleva a cabo de la siguiente manera:

El complejo I, también llamado NADH:ubiquinona oxidorreductasa 0 NADH deshidrogenasa cataliza dos
procesos forzosamente acoplados: la transferencia exergonica de dos electrones del NADH hacia la ubiquinona y



simultaneamente la transferencia de cuatro protones de la matriz hacia el espacio intermembranal. Este complejo
es el méas grande, en mamiferos posee entre 38 y 43 subunidades, mientras que en las bacterias sélo cuenta con
13 subunidades.

El complejo 11 o succinato deshidrogenasa, es méas sencillo y pequefio que el complejo I, contiene cinco grupos
prostéticos de dos tipos y cuatro subunidades proteicas diferentes. Cataliza la transferencia de electrones del
succinato a la poza de quinonas. Esta enzima cuenta con cuatro subunidades de las cuales dos son hidrofilicas y

dos son membranales.

El complejo 111, ubiquinona:citocromo ¢ oxidorreductasa o complejo bc; acopla la transferencia de electrones
desde el ubiquinol (QH,) al citocromo ¢ con el transporte vectorial de protones de la matriz al espacio
intermembranal. El mecanismo de transporte de electrones acoplado a la translocacién de protones, es conocido

como el ciclo Q. La enzima mitocondrial cuenta con once subunidades.

Finalmente, el complejo IV o citocromo ¢ oxidasa transporta electrones desde el citocromo ¢ al oxigeno
molecular, reduciéndolo a agua. Este complejo es muy grande, posee trece subunidades en los mamiferos y en

las bacterias esta presente una forma mas sencilla, con sélo tres o cuatro subunidades.

Con excepcion del complejo 11, los deméas complejos bombean protones durante la transferencia de electrones,
los cuales forman un gradiente electroquimico que es utilizado para la sintesis de ATP por la ATP sintasa o
complejo V.

| cxmarverncspoR vLATION |
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Figura 2. Cadena respiratoria; cuatro complejos supramoleculares transportan electrones de las moléculas reductoras hasta
el oxigeno, formando un gradiente electroquimico de protones a través de la membrana interna mitocondrial, que es
utilizado por la ATP sintasa para sintetizar ATP. Tomado de http://www.genome. d.jp/kegg/pathway.html)



3. ATP SINTASA

De manera significativa, las ATP sintasas de transporte se encuentran en los animales, las plantas y las bacterias.
Existen varios tipos: P, F, V y ABC (Pedersen and Carafoli 1987; Pedersen 2002, 2005). Presentan tres
caracteristicas en comun: existen en las membranas bioldgicas, hidrolizan ATP y transportan por lo menos una
substancia a través de una membrana biol6gica, a expensas de la hidrdlisis de ATP. Son consideradas de hecho,
nano-maquinas (tipos P y ABC) o dobles nano-maquinas (tipos F y V). La principal funcion de las ATP sintasas

de transporte es llevar a cabo el trafico de substancias necesarias para las células.

En la mayoria de las células aerobicas, las ATP sintasas tipo F, llamadas también F;F, funcionan no sélo como
ATP sintasas, sino también como ATP sintasas (Pedersen 2005; Stock et. al. 2000). Esto es, que sintetizan ATP a
partir de ADP y P; en presencia de Mg™, en respuesta a un gradiente electroquimico de protones, que se genera

por la cadena de transporte de electrones.

Las ATP sintasas se localizan en la membrana interna de las mitocondrias y las bacterias y en la membrana
tilacoidal de los cloroplastos en las plantas. Se ha reportado que algunas subunidades de la ATP sintasa pueden
encontrarse en la superficie de células endoteliales, pero el papel fisioldgico de dichos péptidos no es del todo
claro (Moser et al. 1999; Kenan and Wahl 2005).

La F1Fo-ATP sintasa mitocondrial o complejo V es una enzima que se encuentra unida a la membrana y juega un
papel esencial en la fosforilacién oxidativa. Esta enzima estd constituida por dos dominios de varias
subunidades, una fraccién soluble denominada F; y la porcion asociada a la membrana, Fo (base y estator
periférico), que contiene la zona por donde se translocan los protones y que se piensa es el estator mecanico
(Alfonzo et al., 1981). Es también un motor molecular en el cual un rotor central [y/d/e/cio] (Subunidades de
bovino) rota alrededor de un eje de manera perpendicular al plano de la membrana, mientras que otros
polipéptidos dan lugar a los elementos fijos del estator, la subunidad a, el centro catalitico [a3/43], el brazo
periférico [OSCP/b/d/F6] y las Ilamadas subunidades menores [A6L/e/f/g] (Golden y Pedersen, 1998; Ko et al.,
2000; Walker y Dickson, 2006).
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conocida.
El flujo de protones a traveés de la subunidad a ocasiona la rotacion del anillo de subunidades cyo, que estan
embebidas en la membrana y de las cuales protruye el eje central [y /d/e]. En un ciclo completo, tres
movimientos secuenciales de 120° de la subunidad y inducen cambios conformacionales consecutivos en las tres
subunidades g, lo que conlleva a la unién del substrato (ADP + P;), la sintesis de ATP vy la liberacion de ATP
(Itoh et al., 2004) (ver Figura 4). Otras subunidades adicionales juegan un papel regulatorio, como es el caso de
la proteina inhibidora IF; (Gledhill y Walker, 2005); o estan implicadas en la formacion y estabilizacién del

complejo dimérico, como es el caso de las subunidades e y g (Brunner et al., 2002; Fronzes et al., 2006).

Figura 4. Modelo de la catélisis de la ATP sintasa en sus tres sitios cataliticos. (Modificado de Fundamentals of
Biochemistry' Life at the Molecular Level, 3° edicién)
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4. LAS ALGAS CLOROFICEAS

Las algas verdes se asemejan a las plantas superiores en que tienen clorofila y almidén como material de reserva.

La mayoria son unicelulares o coloniales y dominan una buena parte de los habitats de agua dulce.

Chlamydomonas reinhardtii es un alga cloroficea biflagelada, cuenta con una pared celular, cloroplastos y
mitocondrias. Se conoce la secuencia completa de su genoma mitocondrial, el cual es lineal y muy compacto, de
solamente 15.8 Kb (Michaelis et al., 1990). También se dispone de la secuencia completa de su genoma nuclear
(Merchant et. al., 2007) y del genoma cloroplastidico (Stern et al., 1991), éste protista puede crecerse de manera
rapida y la manipulacion genética es relativamente sencilla, lo que aunado a las caracteristicas antes

mencionadas la hacen un buen modelo de estudio.



Polytomella sp. es otra alga cloroficea unicelular e incolora que presenta una forma ovoide bastante regular,
constituida por una masa de protoplasma color amarillo pélido, carece de pared celular y presenta a su vez cuatro
flagelos encargados de su movilidad (Aragao, 1910). Polytomella mide aproximadamente 11 micras de largo y 8

micras de ancho, mientras que los flagelos miden cerca de 22 micras.

Esta alga tiende a enquistarse en su etapa de reposo o en condiciones ambientales desfavorables. El inicio del

enquistamiento se caracteriza por el aumento progresivo de microgranulos en el protoplasma.

El linaje de las algas clorofitas se divide en 4 clases: cloroficeas, prasinoficeas, trebouxificeas y ulvoficeas.
Algunos autores consideran un grupo adicional: las pedinoficeas. C. reinhardtii y Polytomella sp. pertenecen a
la clase de las cloroficeas, Polytomella sp. evoluciond a partir de un alga ancestral fotosintética y en algin
momento perdid los cloroplastos por un evento evolutivo secundario. La ausencia de cloroplastos y de pared
celular facilita la obtencién de mitocondrias de esta alga y la purificacion de los complejos de la fosforilacion

oxidativa.

5. ESTRUCTURA DE LA ATP SINTASA EN LAS ALGAS CLOROFICEAS

La estructura del dominio F; de la ATP sintasa, esta ya bien establecida; este sector se encuentra unido al
subcomplejo Fo mediante el rotor central, en tanto que el estator periférico previene la rotacion futil del dominio
globular durante la catélisis. Aunque la enzima funciona en su estado monomérico, existe evidencia de que los

monomeros pueden interactuar para formar un supercomplejo dimérico en las mitocondrias.

Comparada con otras ATP sintasas mitocondriales, la de las algas cloroficeas presenta varias caracteristicas
Unicas; primero, las subunidades cataliticas o y B, en Chlamydomonas reinhardtii y en Polytomella sp.,
presentan extensiones peculiares en sus regiones amino y carboxilo, respectivamente, ya que en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) ambas subunidades migran con una masa molecular mayor,
comparada con la de otras especies. Al analizar la estructura primaria se observé que esta diferencia se debe a la
presencia de una extension de 15 a 18 residuos en el extremo N-terminal de o y de 60 a 70 residuos en el

extremo C-terminal de B (Franzény Falk, 1992; Nurani y Franzén, 1996).

La extension en B, se ha propuesto que pudiera fungir como la proteina inhibidora IF;. En un analisis de
alineamiento multiple, se compararon diferentes secuencias de IF; de varias fuentes y se encontr6 una region de
8 aminoécidos que alinea dentro de la secuencia minima conocida que funciona como proteina inhibidora (Atteia
et. al., 1997).
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Segundo, ambas ATP sintasas al solubilizarse con una concentracion de 1-2% de lauril maltésido migran en un
gel BN-PAGE exclusivamente como un dimero de aproximadamente 1600 kDa (Atteia et al., 2003; van Lis et
al., 2003, 2005). Esto contrasta con las ATP sintasas mitocondriales de bovino, levadura y planta, las cuales en
presencia de 1% del detergente presentan dos formas, la monomérica, de aproximadamente 600 kDa Yy el sector
F; de 400 kDa (Jansch et al., 1996, Arnold et al., 1998; Eubel et al., 2003).

Tercero, la ATP sintasa de C. reinhardtii al separarse mediante electroforesis en gel desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) presenta nueve proteinas de entre 10 y 61 kDa que no tienen similitud con las

subunidades de otras ATP sintasas mitocondriales.

En tanto que la forma dimérica posiblemente sea la especie preponderante in vivo (Schégger, 2002), el complejo
V de varias fuentes, incluida la de mamiferos, hongos y plantas superiores, migra como un monoémero de 550-
600 kDa en electroforesis en geles nativos azules de poliacrilamida (BN-PAGE) (Schéagger, 1994). Aunado a
esto, se ha visto que la enzima se disocia parcialmente con la concomitante aparicién de un sector F, libre
(Jansch et al., 1996; Arnold et al., 1998; Eubel et al., 2004). En amplio contraste, el Complejo V de
Chlamydomonas reinhardtii y Polytomella sp. migra en BN-PAGE como un dimero altamente estable de 1,600
kDa (van Lis et al., 2003; van Lis et al., 2005; Dudkina et al., 2005).

En dos estudios independientes de microscopia electronica se obtuvieron las estructuras de dos ATP sintasas
diméricas; la de bovino (Minauro-Sanmiguel et al., 2005), que presenta asociaciones entre los monémeros a
nivel de los sectores F; y Fo, con mayor cercania en la interfase Fo-F,, y un dngulo de aproximadamente 40°. Por
su parte, la estructura dimérica de Polytomella sp. presenta dos brazos periféricos robustos que protruyen desde
la membrana hasta la region donde se localizan las porciones F; formando un angulo de casi 70° (Dudkina et al.,
2005). En conjunto estos estudios sugieren que existen grandes diferencias estructurales entre ambas ATP

sintasas, aun cuando las dos son diméricas (ver figura 5).

Figura 5. Se muestran las imagenes de las ATP sintasa de Polytomella sp. en el panel A (Dudkina et. al. 2005) y de bovino
en el panel B, la linea punteada indica el eje de simetria (Minauro-Sanmiguel et. al, 2005). Como se puede apreciar la
estructura general es similar pero los mondémeros se unen con un angulo distinto, aun cuando ambas ATP sintasas son
dimericas. También es notoria la presencia de dos robustos brazos periféricos en la enzima dimérica del alga que estan
ausentes en los dimeros de la enzima de bovino.
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ASAH - . .
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Tabla 1. Composicion polipeptidica de la F;Fo-ATP sintasa mitocondrial de diferentes especies. Las subunidades marcadas
con (*) son codificadas en la mitocondria y las marcadas con (°) se codifican en el nicleo. Las subunidades no presentes
estan marcadas con (-) recuadros sombreados representan a las subunidades altamente conservadas. Abreviaturas: B.t., Bos
taurus ; S.c., Saccharomyces cerevisiae ; A.t., Arabidopsis thaliana ; N.o., Nephroselmis olivacea; P.w., Prototheca
wickerhamii ; P.a., Pseudodendoclonium akinetum ; S.o., Scenedesmus obliquu y C.r., Chlamydomonas reinhardtii
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Cuando se llevo a cabo el andlisis de la composicion polipeptidica de la ATP sintasa de C. reinhardtii, se
identificaron ocho polipéptidos: a, S, y , 9, a (ATP6), ¢ (ATP9) y OSCP, pero no se encontraron homélogos para
las subunidades ¢, b, d, e, f, g, IF1, A6L y F6. Los otros siete polipéptidos, nombrados ASA1 (por las siglas en
inglés ATP Synthase Associated protein), ASA2, ASA3, ASA4, ASA5, ASA6 y ASA7, presentes en C.
reinhardtii no tienen contrapartes en otras enzimas de plantas y animales (Ver Tabla 1), lo cual sugiere que hay
proteinas asociadas a las ATP sintasas mitocondriales en las algas cloroficeas que son atipicas (Cardol et al.,
2005). Posteriormente se demostré que la composicion de las subunidades de la ATP sintasa de Polytomella sp.
es similar a la de C. reinhardtii y que existen dos polipéptidos adicionales; ASA8 y ASA9. Se sabe también que
todas estas caracteristicas dan lugar a un dimero altamente estable en la ATP sintasa de estas algas, y que son los
polipéptidos ASA los que dan lugar a las diferencias que se aprecian al comparar las estructuras obtenidas por

Dudkina et. al. y Minauro-Sanmiguel (ver Tabla 1y Figura 5).

Se ha demostrado que los componentes candnicos del estator estan ausentes en las algas cloroficeas y que
probablemente las porciones Fo estan unidas a través de sus subunidades a por el subcomplejo
[ASAL/ASA3/ASAL/ASAS], en tanto que los brazos que protruyen estan formados por dos subcomplejos de
[ASA2/ASA4/ASATIOSCP] que a su vez forman al estator que estabiliza a los sectores F; (ver Figura y Tabla
2).

Subunidad Masa(nlz[c;lagcular ASA1

ASAL 60.6 ‘_/ Beta
B (ATP2) 59.1 i:"

o (ATP1) 56.8 e ASA2
ASA2 455 | __emASAd
ASA3 36.3 e GaMIM 2
ASA4 31.2 AW

v (ATP3) 30.8 o 2?::',5}

a (ATP6) 24.6 . S
OSCP 226 ASAT
(ATPS) [+~ asas
ASAT 195 _

3 (ATP16) 18.6 * ASAB
ASA5 143 3_\,_\_"'""' ASA9
ASA6 133 \ wﬂm
ASA8 10.0 | ¢ (ATPS)

¢ (ATP15) 8.3 e

¢ (ATPY) 7.3

Tabla 2 y Figura 6. Composicion peptidica y patron electroforético en un gel SDS-PAGE de la F;Fo-ATP sintasa
mitocondrial de Polytmella sp. Las masas moleculares se calcularon de la secuencia de la proteina madura de C. reinhardtii
(Tomado de Vazquez-Acevedo et.al 2006.)
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Mediante el uso de agentes entrecruzadores, la Maestra en Ciencias Araceli Cano Estrada obtuvo una
aproximacion de la topologia de la ATP sintasa de Polytomella sp. Esta técnica se ha empleado en el estudio de
complejos mitocondriales, por ejemplo la ATP sintasa de bovino (Joshi y Burrows, 1990), la ATP sintasa de
levadura (Velours y Arselin, 2000) y el complejo bc; de bovino (Gonzélez-Halphen et. al., 1998). Los agentes
entrecruzadores son capaces de unir covalentemente proteinas cercanas, gracias a que cuentan con dos grupos
reactivos unidos por una cadena hidrocarbonada. Estos grupos pueden ser idénticos (entrecruzadores

homobifuncionales) o diferentes (entrecruzadores heterobifuncionales).

Con el andlisis de los entrecruzamientos obtenidos en su trabajo de Maestria y tomando en cuenta la imagen de
microscopia electrénica obtenida por Dudkina y colaboradores (Dudkina et. al. 2005), Araceli Cano Estrada
construy6 el modelo topoldgico que se muestra en la figura 7. Como se puede apreciar, las subunidades ASAL a
9 intervienen en la formacién del dimero, éstas subunidades sélo estdn presentes en el linaje de las algas
cloroficeas. Las subunidades ASA4, ASA 2 y ASA7 se encuentran cercanas y forman parte del estator de la
enzima, junto con la subunidad OSCP. ASA4 forma se asocia de forma dimérica, por su parte las subunidades
ASA5,ASAG6,ASA8 y ASA9 presentan cruces transmembranales, lo que las loclizaria embebidas en la
membrana. La subunidad ASAG6 es la responsable de la dimerizacion del complejo. ASAL1 y ASA3 poseen una
estructura globular y se localizarian de manera periférica a la membrana. Las subunidades o, B,y,€, ay c se

ilustran de acuerdo al modelo cristalogréfico de la enzima de levadura (Stock et al. 1999).

r 'L._"
({ ASA 2
O%cﬁ‘ ASAT

Figura 7. Modelo de la estructura dimérica de la F;Fo-ATP sintasa mitocondrial de Polytmella sp. (Modificado de
Vazquez-Acevedo et.al 2006 basandose en el trabajo de Maestria de la 1.B. Araceli Cano Estrada.



11. JUSTIFICACION

En nuestro grupo de trabajo se han estudiado ampliamente los complejos de la fosforilacion oxidativa
de las algas cloroficeas, éste grupo de protistas resulta particularmente interesante dado que algunos de
los genes que codifican para los componentes de los complejos mitocondriales han migrado al nucleo y

ya no estan codificados en el genoma mitocondrial.

Estudios anteriores han demostrado que la ATP sintasa mitocondrial de algas cloroficeas presenta una
composicion polipeptidica atipica. Asi mismo el genoma mitocondrial de Chlamydomonas reinhardtii
y Polytomella sp. carece de genes que codifican para polipéptidos de la ATP sintasa. Con los trabajos
realizados por nuestro grupo de trabajo se ha logrado establecer la topologia de la ATP sintasa pero
hasta el momento no se ha llevado a cabo ningln estudio donde se caracterice la actividad de esta

enzima mitocondrial, el presente trabajo pretende abordar este aspecto.

111. OBJETIVO

Caracterizar funcionalmente la actividad hidrolitica (actividad ATPasa) de la ATP sintasa mitocondrial
de Polytomella sp. De manera particular se evaluara el efecto de surfactantes (detergentes no iénicos) y

proteasas sobre dicha actividad.



VII. MATERIALES YMETODOS



1. CULTIVO DE Polytomella sp.
Se cultivo el alga Polytomella sp. en 2 litros de medio MAP (pH 7.0) utilizando matraces de fondo ancho de 2.5
litros de capacidad. Se adicionaron al medio 200 ul de la solucién madre de vitaminas. Las células se incubaron

durante 48 horas a 25°C sin agitacion en condiciones aerobicas.

MEDIO MAP (2L)

Beijerincks 100X 10 ml
Elementos traza 2mi
Fosfato de Potasio 1M 2ml
MES 1569
Acetato de sodio 80

Soluciéon madre de vitaminas
Tiamina B1 2mg
Cianocobalamina 0.1 mg

Pesar todo y aforar 10 ml. Filtrar en esterilidad.

Solucién 100X de Beijerincks 1L

NH,CI 8¢
CaCIZ "H,0 1 g
MgSO, 1.3g

Elementos Traza 1L

Cu,S04 0.25¢
H3;BO;3; 0.02¢g
FeCl, 6H,0 0.1g
MnSQO, 0.2¢g

NaMo - 2H,0 01g
ZnS0O, 0.2¢



2. OBTENCION DE LAS MITOCONDRIAS

Se extrajeron las células de Polytomella sp. retirando el medio por centrifugacion a 2000 x g durante 5 minutos
en el rotor F10-6x500y marca Fiberlite. Se lavaron con amortiguador de sacarosa y se centrifugaron a 2000 x g
por 5 minutos utilizando el rotor F14-6x250y. El paquete obtenido se resuspendid nuevamente en amortiguador
de sacarosa y posteriormente se rompieron las células mecéanicamente con un homogeneizador de vidrio con
vastago de teflon, pasando la solucién 5 a 8 veces.

El lisado celular se centrifugd por 10 minutos a 2000 x g, recuperando el sobrenadante, dado que es en éste
donde se localizan las mitocondrias. El sobrenadante se centrifugé a 17000 x g en un rotor SS34 durante 10
minutos. Finalmente se resuspendieron las mitocondrias en una pequefia cantidad de amortiguador; se
congelaron y se almacenaron para recolectar una cantidad suficiente para, posteriormente, purificar la ATP

sintasa.

Amortiguador de Sacarosa 1L

Sacarosa 0.3 M 126.65 ¢
K-EDTA 4 mM 1473 ¢
Tris 20 mM 242 ¢

AjustarelpHa 7.4

3. PURIFICACION DE LA ATP SINTASA

Se determind la concentracion de proteina de las mitocondrias mediante el método de Lowry (Lowry et al.,
1951). Posteriormente se diluyeron las mitocondrias a una concentracién final de 10 mg/ml de proteina, con
amortiguador de solubilizacion y n-dodecil-p-D-maltésido(LM), a una concentracion final de 2 g de LM/g de
proteina, para solubilizar las membranas mitocondriales y liberar asi los complejos enzimaticos embebidos en la
membrana interna. El solubilizado se dejé en agitacién por 30 minutos a 4°C, a continuacion se centrifugé a 90
000 x g por 20 minutos en el rotor 60Ti. Se recuperd el sobrenadante y se dializé de 1 a 2 horas en amortiguador

de dialisis. Se colocaron aproximadamente 150 ml de muestra en 1L de amortiguador de didlisis.

El dializado se carg6 en una columna de intercambio aniénico DEAE Biogel A con un volumen de columna de
aproximadamente 80 ml, previamente se equilibro la resina a pH 8.0. Una vez cargada la muestra, se lavd con 3
0 4 volumenes del mismo amortiguador utilizado para equilibrar la columna. La ATP sintasa se eluy6 con un
gradiente de 0 a 125 mM de cloruro de sodio en el mismo amortiguador anterior. Se colectaron las fracciones y
se midi6 la absorbancia a 280 nm para detectar los méaximos correspondientes a las proteinas de interés.
Simultaneamente se corri6 un gel de tricina-SDS con las diferentes fracciones recolectadas, principalmente con

aquellas que presentaran maximos de absorcion. La citocromo ¢ oxidasa y el complejo bc; eluyeron con 200 y



400 mM de cloruro de sodio, respectivamente. Se concentraron todos los tubos con ayuda de un ultrafiltro
Amicon, usando una membrana YMZ100. Después se cargd la muestra a un gradiente continuo de glicerol del 15
al 40% para purificar ulteriormente la enzima. Se centrifugé el gradiente a 40 000 x g por 17 horas en el rotor
SW-28. Se utilizé el amortiguador de Lutter modificado para la preparacion del gradiente. Se colectaron las
fracciones del gradiente y se detect la ATP sintasa por medio de un gel desnaturalizante de poliacrilamida.

Finalmente se concentaron las fracciones donde se encontraba la enzima y se cuantificé la proteina por el método

de Lowry.

Amortiguador de solubilizacion 250 ml

Tris 50 mM 1.513¢g

MgSQO, 1 mM 0.061¢

NaCl 100 mM 1.46g

PMSF 1 mM 200 pl solucién madre 1M”
TLCK 50 pg/ml 1.25 ml solucién madre 10 ™9/, ™

Ajustar el pH a 8.0 con HCI

* Solucion madre 1M PMSF
Pesar 1.742 g de PMSF y disolverlos en 10 ml de DMSO. Almacenar a 4°C hasta su uso.

** Solucion madre 10 ™Y/, de TLCK

Pesar 0.1 g de TLCK y disolverlos en 10 ml de agua destilada. Almacenar a 4°C hasta su uso.

Amortiguador de diélisis 2L

Tris 50 mM 1211 g
MgSQO, 1mM 0.492¢
Ajustar el pH A 8.0 con HCI

Amortiguador de equilibrio de la columna DEAE Biogel A 500mlI

Tris 50 mM 3.027¢

MgSO. 1 mM 0.123 ¢

Lauril maltésido 0.1MY 0.05¢

PMSF 1mM 400 pl soluciéon madre 1M
TLCK 50 "9/ 2.5 ml solucion madre 10 MY/,

Ajustar el pH a 8.0 con HCI



Amortiguador de eluciéon 250 mL

Tris 50 mM 1513 ¢

MgSO. 1 mM 0.061 g

Lauril maltésido 0.1 0.025¢

PMSF 1 mM 200 pl solucion madre 1M
TLCK 50 "9/ 1.25 ml stock

NaCl 125 mM 1.8269g

Ajustar el pH 8.0 con HCI

Amortiguador de Lutter modificado 250 ml

Tris 20 mM 0.605 g
ATP 2mM 0.275¢
Lauril maltésido 0.1M 0.25¢g
EDTA-Na 1mM 0.093 ¢

Ajustar el pH 7.5 con HCI

4. GELES

4.1 GELES NATIVOS

Gradiente para geles azules nativos.

Para camaras de electroforesis GibcoBRL Vertical (V16). (1.5mm de espesor)

Acrilamida (H%o) Acrilamida (L%b) Concentrador
10% 12% 15% 4% 5% 8% 4%
48.5% Acrilamida-1.5%Bis-acrilamida 38ml 4.6ml 57ml 16ml 1.9ml 3.07 ml 0.5 ml
Amortiguador de gel 3X 6.2 ml 6.2 ml 2.0 ml
Glicerol 80% 4,73 ml 1.2ml 0oml
Agua destilada 38ml 3.04ml 19ml 95ml 92ml 8.1ml 3.44 ml
TEMED 18 ul 18 ul 9l
Persulfato de Amonio 10% 50 pl 50 ul 32 ul
En el formador de gradientes 18.6 ml 18.6 ml

Para camaras de electroforesis Bio Rad Mini Protean JJ o Hoefer Mighty Small (1.5mm de espesor)

Acrilamida
Acrilamida (H%o) (L%) Concentrador
10% 12% 15% 5% 8% 4%

48.5% Acrilamida-1.5%Bis-acrilamida 0.72ml 0.87ml 1.08 ml 0.36 ml 0.58 ml 0.25 ml



Amortiguador de gel 3X 1.17 ml 1.17 ml 2.0 mi

Glicerol 80% 1.0ml 0.25 ml oml
Agua destilada 0.6ml 044ml 0.23ml 17ml 15ml 1.75ml
TEMED 6 ul 6 ul 6 ul
Persulfato de Amonio 10% 18 ul 18 pl 18 ul
En el formador de gradientes 3.5 ml 3.5 ml

El gradiente de acrilamida debe ajustarse al tamafio de las proteinas o complejos que se desean estudiar. En el
caso de los complejos proteicos de mas de 100kDa se recomienda usar un gradiente del 4 al 12%, si el rango es
de 20 a 500kDa el gradiente del 6 al 18% es el mas adecuado. También pueden usarse geles de una sola
concentracion.

El gel concentrador puede ser pequefio: 0.5 cm debajo de los pozos en un gel pequefio o para los geles grandes 1
cm. Es preferible colocar el gel concentrador inmediatamente sobre el separador, sin dejar que polimerice, esto
garantiza una corrida constante.

PREPARACION DEL GEL.

0 Preparar las soluciones para el gel separador y concentrador en presencia del TEMED. Agregar el APS
posteriormente

o Poner el formador de gradientes sobre un agitador magnético, arriba de una plataforma ajustable, a una
altura aproximada de 20 cm.

o0 Cerrar ambas valvulas del formador de gradientes antes de agregar las soluciones. Para facilitar el flujo
conectar una jeringa al tubo de salida.

0 Agregar la solucion de alta concentracion de acrilamida en el cilindro méas cercano a la salida y colocar
un agitador.

0 Agregar el APS a la solucidn de baja concentracidn, agitar y colocar en el otro cilindro del formador de
gradientes. En adelante debe trabajarse rapidamente para evitar la polimerizacion.

o0 Agregar el APS a la solucién de alta concentracion y mezclar fuertemente con el agitador magnético.

0 Bajar la velocidad del agitador.

0 Remover las burbujas de aire atrapadas entre ambos cilindros.

0 Abrir la véalvula entre ambos cilindros.

0 Abrir la valvula de salida y poner rapidamente la manguera entre los vidrios.

0 Asegurarse de que el nivel de ambas soluciones baja a la misma velocidad , de no ser asi, disminuir la
velocidad de agitacion.

0 Si se agrega la solucion del concentrador inmediatamente, agregar el APS y vaciarla cuidadosamente
sobre la solucion de separacion y colocar el peine. Si no se desea colocar el concentrador
inmediatamente, poner sobre la soluciéon separadora agua o Sec-butanol y dejar polimerizar.
Posteriormente adicionar la solucion concentradora y poner el peine.

o0 Lavar de inmediato el formador de gradientes para evitar que se polimericen los residuos dentro de los
cilindros y se tape.

0 Remover con cuidado el peine sin dafar los pozos.

0 Sino se usara el gel inmediatamente, cubrirlo con papel plastico y guardarlo a 4°C hasta por 24 horas.

SOLUCIONES

Amortiguador de geles 3X (100ml) pH 7.0 HCI

Acido & amino caproico 1.5M 19.68 g
Bis-Tris/ Imidazol 150/75 mM 3.14/051¢g



Amortiguador catodo (1L)

Tricina 50 mM 8.96¢g
Bis-Tris/ Imidazol 15/7.5 mM 3.14/051¢g
Azul de Coomassie Serva G 0.02 % 200 mg
Amortiguador catodo 2 (1L)

Tricina 50 mM 8.96 ¢
Bis-Tris/ Imidazol 15/7.5 mM 3.14/051¢
Azul de Coomassie Serva G 0.002 % 20 mg
Amortiguador anodo (1L) pH 7.0 HCI

Bis-Tris/ Imidazol 50/25mM 10.46/1.7 ¢
Amortiguador de muestra (50ml) pH 7.0 HCI

Acido & amino caproico 7(50 mM 4.92 ¢
Bis-Tris/ Imidazol 50/25 mM 0.52/0.09¢g

Mezcla para los pozos (1ml)
Azul de Coomassie Serva G 5 % 50 mg

Cargado y corrida del gel

La electroforesis debe correrse a una temperatura de 4°C, es importante asegurarse de que los amortiguadores y
el gel estdn equilibrados a esa temperatura. Es recomendable marcar los pozos en el vidrio con un plumén
indeleble de cualquier color, excepto azul, esto facilita cargar las muestras.

Correr el gel a corriente constante, a 15 mA si es un gel pequefio y 25 mA si es un gel grande. El tiempo de
corrida va desde 1 a 1.5 horas para los geles pequefios y de 3 a 5 horas para las camaras grandes.

4.2 GELES DESNATURALIZANTES DE SEGUNDA DIMENSION (2D-SDS SPAGE)

La segunda dimensién desnaturaliza con SDS los complejos de la primera dimension y separa las subunidades de
los complejos de acuerdo a su masa molecular. Se coloca de forma horizontal el carril completo de un gel de
primera dimension nativa y se corre un gel desnaturalizante.

Existen dos métodos para los geles desnaturalizantes: el método de Laemmli (Laemmli 1970) que usa glicina y
el de Schagger y Von Jagow (1987) que utiliza tricina. Los geles con tricina permiten una resolucién de bandas
definidas y una mejor separacion de las proteinas pequefias, en tanto que los geles de Laemmli permiten una
mayor resolucion de proteinas de alto peso molecular.

Para correr un gel de segunda dimension se recomienda:

-Cortar un carril de un gel azul nativo e incubarlo por 30 minutos en amortiguador del catodo (1X) o agua con
SDS y B mercaptoetanol al 1% en agitacion constante.

-Transcurrido el tiempo de incubacion, abrir las placas y colocar la banda arriba del gel concentrador, cortando
un pozo de los destinados al control. Evitar la formacion de burbujas que pudieran impedir la corrida constante.
-Cerrar los vidrios y correr normalmente, a 50V y una vez que el frente haya pasado del concentrador subir a
100V.

-Tefiir posteriormente con azul de Coomassie o con plata.



Si se quiere evaluar un complejo en particular en vez de un carril nativo completo, se puede cortar sélo esa banda
y colocarla en un gel con un peine de pozos en lugar de uno ciego. Si se requiere una gran cantidad de proteina

se pueden apilar hasta 2 cm de bandas en cada pozo.

4.3 Geles de Tricina SDS-PAGE (Von Jagow)

Acrilamida

10%  12%

14%  16%

Acrilamida geles
chicos Concentrador
12.5% 16%  Grande Chico

30% Acrilamida-0.98%Bis-

acrilamida 10ml  12ml  14ml 16 mi 3ml 4 ml 1.6 ml 400 pl
Amortiguador electroforético 16ml 14ml 12ml 10 mi 3.4ml 2.5ml 3ml 750 ul
Glicerol 79.5% 4ml 4 mi 4 ml 4 ml 1ml 1mil 0mil 0mi
Agua destilada 0mil 0 mi 0mil 0 ml 0 mil 0 mil 7.4ml 1.85ml
TEMED 10ul  10pl 10 10wl 2.5 ul 2.5 ul 0u 25wl
Persulfato de Amonio 10% 100 Il 2100 I 200 ul 100 pl 25 ul 25 ul 100wl 25l
SOLUCIONES
Solucién madre de acrilamida (100ml)
Acrilamida 30% 30¢
Bis-acrilamida 0.98% 0.98 ¢
*Filtrarla y guardar a 4°C
Amortiguador electroforético (500ml)
Tris 3M 181.7 ¢
HCI 1N 40.3 ml
SDS 0.3% 159
Amortiguador céatodo (3L)
Tris 0.1M 36.3¢
Tricina 01M 53.8¢
SDS 0.1% 30
Amortiguador dnodo (3L) pH 8.9
Tris-HCI 0.2M 72.79
Solucién digestora (Amortiguador de carga 25 ml)
SDS 10% 2549
Glicerol 30% 7.5 ml
Tris-HCI 100 mM 1.25¢g
Azul Bromo fenol 0.3% 75 mg
B Mercapto etanol 4% 1ml
4.4 Geles de Glicina SDS-PAGE(Laemmli)
Acrilamida geles
Acrilamida Concentrador chicos Concentrador
10% 12% 14% 4% 10% 12% 14% 4%
30% Acrilamida-0.8%0Bis- 144 16.8 3.6 4.2
acrilamida 12ml ml ml 1.6 ml 3ml ml ml 400 pl
Tris 3M pH 8.8 4.5ml 1.13ml



Tris 0.5M pH .8 Oml Oml Oml 3ml Oml Oml Oml 750 pl

SDS 20% 100 pl 0oml 25 ul oml
195 171 147 48 4.2 3.6
Agua destilada ml ml ml 7.4 ml ml ml ml 1.85ml
TEMED 25 ul 25 ul 6 ul 2.5 ul
Persulfato de Amonio 10% 150 pl 100 pl 40 pl 25 ul
SOLUCIONES
Solucion madre de acrilamida (100ml)
Acrilamida 30% 309
Bis-acrilamida 0.8% 08 g

*Filtrarla y guardar a 4°C
Los amortiguadores son los reportados por Laemmli (Laemmli 1970)

5. ENSAYOS DE PROTEOLISIS

Para estudiar la protedlisis sobre la ATP sintasa de Polytomella sp. se probaron 5 proteasas: subtilisina, tripsina,
termolisina, pronasa E y quimotripsina, en dos concentraciones 1:1000 y 1:100 ("**/,es, proteasa : ATP sintasa).
Se disolvieron en Tris-HCI 20mM, se alicuotaron y se congelaron a -70°C.

Los experimentos se llevaron a cabo incubando a temperatura ambiente a la ATP sintasa en presencia de la
proteasa de eleccién durante el tiempo determinado, después de adicionar el volumen de proteasa, se agitd
manualmente o en el nivel 2 del vortex el tubo. Concluido el tiempo de incubacidn se par6 la reaccion con los
inhibidores PMSF (fluoruro de fenil metil sulfonil) y TLCK (cetona de tosil lisil clorometilo) a una
concentracién de 1mM, disueltos en DMSO, en el caso del PMSF y en agua el TLCK. Las soluciones madre de
los inhibidores también fueron alicuotados y almacenados a -70°C.

Para cargar las muestras al gel SDS PAGE, se agreg6 amortiguador de carga en una proporcion 1:1 (*/,). Se
pusieron controles de la enzima intacta en ambos extremos. Se corri6 a 50V y ya que entrd la muestra se subid el
voltaje a 100V, se dejé correr hasta aproximadamente 0.5 cm por sobre el extremo del gel. Se fijé por 30
minutos y se tifid con Azul de Coomassie.

6. MEDICION DE ACTIVIDAD DE ATPasa

Se utiliz6 el método reportado por Pullman et al., 1960, modificado por Mariel Zarco Zavala y la Doctora Marieta
Tuena de Gémez-Puyou. Las modificaciones llevadas a cabo, permitieron optimizar el ensayo para adecuarlo al
estudio de la ATP sintasa de Polytomella sp. Se utiliz6 un sistema regenerador, en el cual, se adicionan en un
amortiguador de sulfatos fosfoenolpiruvato (PEP), ATP y NADH, ademas de las enzimas piruvato cinasa (PK) y
lactato deshidrogenasa (LDH).

La reaccion que se lleva a cabo en el sistema es la siguiente:
F .
ATP —— ADP + Pi

PEP

PE T
o
-

ATFP + Piruvato ——— Lactato + NAD'

MADH

En esta reaccion, la hidrdlisis de ATP por la ATP sintasa libera ADP, el cual es reconvertido a ATP por la accion
de la piruvato cinasa, manteniéndose asi una concentracion constante de ATP y una baja concentracion de ADP,
gue es un potente inhibidor de la hidrdlisis. La produccion de piruvato , catalizada por la piruvato cinasa es



monitoreada como el nivel de oxidacion del NADH al acoplar la reaccion a la lactato deshidrogenasa.

Las condiciones que se utilizaron fueron las siguientes:
Medio de ATP sintasa (100 ml)

Solucién madre ml Concentracion final
sulfato de magnesio 1mil 3mM
300mM
Sulfato de potasio 500 mM 6 ml 30 mM
Tris-SO, 2M pH 8 1.25 ml 25 mM
SOLUCIONES

sulfato de magnesio 300mM 30 ml 2.2184 ¢
sulfato de potasio 500mM 50 ml 4.3575¢
Tris-SO,4 pH 8.0 2M 50 ml 12.11g

**Se toma el volumen indicado de cada una de las soluciones madre y se guarda en el refrigerador hasta su uso.

Medio de la cubeta (10 ml)

Medio de ATP sintasa 9.76 ml | Concentracion Final
ATP 300 mM 100 ul 3 mM
PEP 300 mM 100 pl 1.5 mM
PK 41.265 pl 3U
DHL 41.265 pl 4.5U
NADH 30mM 100 ul 0.3 mM
ATP pH 8.0 (Tris) 300mM 10 ml 1.6533 g
PEP 300mM 5ml 4.3575¢g
NADH 30mM 10 ml 238 mg

*El ATP se disuelve en agua destilada, y el pH se ajusta adicionando base de Tris en polvo. EI PEP y el NADH
se disuelven en medio de ATP sintasa. Se alicuotaron todos y se congelaron en el REVCO a -70°.

** Para las enzimas se utiliz6 una solucién madre comercial que contenia a ambas, de la marca Sigma con 727
Vs de piruvato cinasa 'y 1100 Y11 de lactato deshidrogenasa.

El medio de la cubeta se incubd a 37°C en un bafio de temperatura constante.

Para calcular la actividad especifica de ATPasa se utilizé la siguiente formula:
Donde:

AAsq / min
£ mg de enzima / volumen mezcla reaccidn

A4
umolas min mg =

AAsz40 : Cambio de absorbancia a 340 nm
¢ : coeficiente de extincion micromolar del NADH = 6.22 “™/ ..

Se traz6 sobre los datos obtenidos e impresos del espectrofotometro Shimadzu la pendiente mas lineal y
sostenida y a partir de esta se sustituyeron los valores en la formula.



7. MEDICION DE ACTIVIDAD DE ATPasa in gel

Se utiliz6 el método reportado por Zerbetto et. al (Zerbetto et. al, 1997), modificado por Schager, las
modificaciones consistieron en el uso de geles claros (CN-PAGE) en los casos donde se evalu6 la sensibilidad a
oligomicina, dado que se ha visto que el azul de Coomassie puede interferir. También se pre-incubaron los geles
durante tres horas en un amortiguador que incrementa la actividad. El principio de ésta técnica se basa en la
formacién de precipitados de plomo, al hidrolizarse el ATP, el nitrato de plomo que se adiciona en el
amortiguador reacciona con el fosfato inorganico liberado para formar fosfato de plomo, que se aprecia a simple
vista como un precipitado blanquecino.

Lo que se hace es correr normalmente el gel, ya sea azul o claro; como ya se menciond los geles claros son
mejores si se quiere evaluar la sensibilidad a oligomicina. Es necesario recordar que el patron electroforético en
un gel claro es distinto al de un gel azul, dado que el azul de Coomassie confiere carga a las proteinas, en
ausencia del colorante las proteinas corren solo con su carga intrinseca. Al terminar la corrida del gel se pre
incuba durante 3 horas en el amortiguador de incubacién (270mM glicina, 35mM Tris, pH 8.4) en agitacion, esto
aumenta la actividad 2 a 4 veces, es en esta preincubacion donde se adiciona la oligomicina a una concentracion
final de 5 "9/,. Posteriormente éste amortiguador se cambia por uno donde se evalGa la hidrdlisis de ATP
(270mM glicina, 35mM Tris, 8mM ATP, 14mM MgSO, y 0.2% Pb(NQ3),, pH 8.4). Se deja proceder la reaccion
hasta que se observa el precipitado, la reaccién se para con una solucidon de metanol al 50%. Para retirar el
excedente de precipitado se adicion6 una solucion de metanol al 50% y 10% acido acético. Al terminar se
digitalizaron las imagenes de los geles y se procedié a tefiir con azul de Coomassie.

SOLUCIONES

Amortiguador de Incubacion pH 8.4 500ml

Glicina 270mM 10.13445¢g

Tris 35mM 2.11925¢g
Amortiguador de Actividad pH 8.4 500ml

Glicina 270mM 10.13445¢

Tris 35mM 2.11925¢

ATP 8mM 400ul stock 2mM
MgSQ, 14mM 1.725486 g

Se prepar6 el amortiguador y se almacend en el refrigerador hasta su uso, el ATP se prepar6 aparte y se adiciond
al amortiguador hasta el momento del ensayo.

Solucidn para detener la reaccién 500ml

Metanol 50% 250ml
Agua 50% 250ml
Solucidn para disolver los precipitados 500ml

Metanol 50% 250ml
Acido acético 10% 50 ml

Agua 50% 200ml



1V. RESULTADOS



Para evaluar la actividad hidrolitica de la ATP sintasa de Polytomella sp., se llevaron a cabo ensayos de
actividad, con el sistema acoplado de piruvato cinasa - deshidrogenasa lactica midiendo
espectrofotométricamente a 340 nm la oxidacion del NADH. Este protocolo se describe ampliamente en la

seccion Materiales y Métodos.

4.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE ATP sintasa

Se evaluod la actividad de ATP sintasa del dimero, el monémero y el sector F,. La preparacion gue se obtiene al
purificar la enzima es dimérica, por lo que no se requiere mayor tratamiento. En el caso del mondmero, éste se
obtiene al incubar durante 30 minutos en hielo a la enzima dimérica en presencia del detergente idnico
taurodesoxicolato de sodio a una concentracién final de 3%. En estas condiciones se sabe que la enzima se
monomeriza sin que haya una liberacién considerable del sector F;. A su vez, la F; se obtiene calentando a la
enzima dimérica a 60°C por un periodo de 2 minutos, en estas condiciones la enzima se disocia liberando al
sector F; y subunidades individuales. A continuacion se muestra en la figura 1 la actividad especifica obtenida

para estas tres preparaciones, colocando en el ensayo 20 ug de proteina.

-

Mondmero I

Dimero

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Actividad Especifica ymolas/min mg

Figura 1. Actividad especifica de la enzima en su estado dimérico, monomérico y del sector F;.

Como se puede observar, la actividad del dimero es muy baja [0.06 pmolas x (min mg)™] comparada con la del
monoémero [0.17 pmolas x (min mg)™] y con la F; [0.25 umolas x (min mg)™] De hecho ésta actividad es
considerablemente mas baja que la reportada para otras ATPasas puras (Sector F;): ATPasa mitocondrial de
corazon de bovino: 70 umolas x (min mg)™ (Tuena de Gémez-Puyou, 1977), ATPasa mitocondrial de higado de
rata: 28 pmolas x (min mg)™ (Pedersen, 1975), ATPasa de cloroplasto de espinaca: 7.45 umolas x (min mg)™

(Vambutas et. al., 1965), ATPasa de levadura 63 umolas x (min mg)™ (Shatz et.al., 1967).



4.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE ATPasa EN PRESENCIA DE DETERGENTES.

Como se aprecia en la grafica anterior la actividad de la ATP sintasa es muy baja, por lo que se decidi6 evaluarla
en presencia de detergentes no ionicos, los cuales fueron seleccionados en base a su disponibilidad. Se probaron
los siguientes detergentes: n-Dodecil-B-D Maltdsido (LM), Tween 20 (T,), Tween 80(Tg), Triton X-100
(TX100), Triton X-114 (TXy14), O-B-D-glucopirandsido (GP), Dodecanoil sacarosa (DS), Monodecileter de
octaetileno glicol(Cy;Eg), Decanoil metil glucamida (DMG) y Octanoil metil glucamida (OMG), adicionandolos
en el medio de ensayo a una concentracion final de 0.01% (peso x volumen™). Se evalu6 la actividad en
presencia del inhibidor oligomicina, incubando las muestras durante 30 minutos en hielo con una concentracion
de 10 ug x ml™ o en presencia del vehiculo, dimetilsulféxido (DMSO). En el medio de reaccién también se
adicion6 oligomicina a una concentracion de 5 ug x ml* o la cantidad equivalente de DMSO en el control.
Preincubando la enzima con el inhibidor y agregando el mismo inhibidor en el medio de ensayo, la inactivacion

de la enzima es préacticamente total (ver figura 2).

En la figura 2 se compara la actividad de la ATP sintasa en presencia y ausencia del detergente, asi como en 3
condiciones de inhibicién; sdlo pre-incubando a la enzima; pre-incubandola y colocando oligomicina en el
medio de ensayo o s6lo adicionando el inhibidor en el medio de ensayo (sin pre-incubar). Para cada caso se

muestra también el porcentaje de actividad residual.

Oligo celda i 16%

Oligo inc/celda

1

1.9%

Oligoinc
| 53%
Control sin LM I
1.11%
i 10
Control LM mw
I T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Actividad Especifica
umolas/min mg

Figura 2. Actividad especifica del dimero en ausencia (JJj ) o presencia ([ ) de laun] maltosido al 0.01%. Se
muestran también 3 barras de inhibicion; pre-incubando a la enzima 30 minutos con 101 g/ml de oligomicina( 3] )
pre-incubandola (10ug/ml) ¥ adicionando 5ug/ml en el medio ([7) o sélo adiciondndola el medio ()



Como se muestra en la Figura 2, es necesario y suficiente para inhibir a la enzima adicionar el inhibidor en el
medio de ensayo, la sola pre-incubacion logra inhibir un 47% de la actividad pero no es suficiente para lograr la

inhibicion total.

Se puede observar en la figura 3 que al poner a la enzima en contacto con una concentracion final de 0.01% de
diferentes detergentes no iénicos, no todos los detergentes activan por igual a la enzima; los que activan
considerablemente son lauril maltésido, Tween 20, Tween 80, Decanoil sacarosa y Ci,Eg, por su parte Triton X-
100 y Triton X-114 activan de manera moderada. Los detergentes O-B-D-glucopirandsido, Decanoil metil

glucamida y Octanoil metil glucamida no muestran un efecto significativo.

Actividad Especifica
I,molas/min mg

0 - —
Control LM T20 T80 Tx100 Tx114 GP DS Cl2 DMG OMG TC

Detergente

B Sin Oligo [J Con Oligo

Figura 3. Actividad especifica del dimero en presencia de los detergentes indicados a una concentracion final de 0.01% en
el medio de ensayo. Las barras negras son los valores de actividad especifica en ausencia de oligomicina y las barras
blancas en presencia del inhibidor. (10"%,,). Abreviaturas: LM- n-Dodecil-B-D Maltésido; T, - Tween 20; Tg,-Tween 80;
TXi0 - Triton X-100; TXyy - Triton X-114; GP - O-B-D-glucopirantsido; DS - Dodecanoil Sacarosa; CyyEg -
Monodecileter de Octaetileno glicol; DMG - Decanoil metil glucamida; OMG - Octanoil metil glucamida; TC -
Taurodesoxicolato de sodio.

Dados los resultados obtenidos se decidié hacer una curva de concentracion de dos detergentes en particular: n-
B-D Maltésido (LM) y Monodecileter de octaetileno glicol(Cy;Eg); el primero dado que es el que se utiliza en la
purificacion de la proteina y el segundo porque fue el que presentd mayor activacion en comparacion con el

control.



Los datos obtenidos se muestran en la figura 4, como se puede apreciar desde concentraciones muy bajas del
detergente ya se presenta una activacion sensible a oligomicina, que llega a su punto maximo en la concentracion
0.01% y después disminuye un poco. Por este motivo se decidié continuar los experimentos posteriores de
medicidn de actividad en presencia de 0.01% de lauril maltésido.

Actividad Especifica
Curva de [Lauril Maltdsido]

\ *

Actividad Especifica
(umolas/min mg)

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Porcentaje de Lauril Maltésido

—&— Sin Oligo —>— Con Oligo

Figura 4. Actividad especifica del dimero en presencia de concentraciones crecientes del detergente lauril maltosido, los
circulos negros son en ausencia de oligomicina y los blancos en presencia de oligomicina (1049/,).

Se decidio valorar si el efecto de activacién podia deberse a una monomerizacion. Para ello se incubaron 100 ug
de la enzima en concentraciones crecientes del detergente, durante un periodo de 30 minutos en hielo y se evalud
el patrén electroforético en un gel azul nativo para tratar de detectar una posible monomerizacion de la enzima.
Como se puede apreciar en la figura 5, s6lo en la concentracion de 10% se distingue una banda caracteristica del

monomero.

En las concentraciones menores, de 0 a 1 por ciento no se ve mas que la banda del dimero. Aunque se trata de un
detergente no idnico, se sabe que a concentraciones altas los detergentes no ionicos también pueden llegar a

desestabilizar a las proteinas.
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Figura 5. Gel BN PAGE 4-12% tefiido con Coomassie. Se observa la presencia sélo
de dimero, excepto en el ultimo carril donde se aprecia un poco de mondmero,

efialado con la flecha. En la parte superior se muestra la concentracion final de lauril
maltésido agregado a la muestra.

En la figura 6 se muestra la curva de concentracién del detergente C,,Eg, llevada a cabo en condiciones similares
a la curva de lauril maltésido. Como se puede notar, en el caso de este detergente también hay una activacion
desde concentraciones muy pequefias y un maximo de activacion en 0.01% pero concentraciones crecientes del

detergente producen una menor activacion de la enzima.

Actividad Especifica Promedio
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10

9 -

8 Figura 6.

‘ Actividad

3 7] especifica
£Ep 6 del dimero
(]
a £ en
n e .
w S g5 presencia
g * de
— E 4 .
Z 5
[S]
< 3

1,
OW 9

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.10

concentraciones  crecientes del porcentaje de Monodecileter de Octaetileno glicol detergente Ci,Eg,  los rombos
negros son en ausencia de oligomicina (CurEo) y los blancos en presencia de
oligomicina (10 "%/yy). e



4.3 DETERMINACION Iso DE OLIGOMICINA

La oligomicina es un macrélido producido por bacterias del tipo Streptomyces, actla especificamente
bloqueando el paso de los protones del segmento FO a F1, impidiendo la transmisién de la sefial del gradiente de
protones, mediante este mecanismo inhibe la fosforilacion oxidativa. Se ha reportado para otras ATP sintasas
una concentracion inhibitoria de oligomicina de 10 pg x ml™ por lo que se hizo también una curva de
sensibilidad a oligomicina, incubando a la enzima (20 pg) durante al menos 30 minutos en hielo y adicionando la
misma concentracion en el medio de ensayo. Como se puede apreciar en la figura 7, la concentracion Isy (0.05 ug

x mI™) es similar a la reportada para otras ATP sintasas (Pedersen, 1975)

Actividad Especifica Promedio Con Oligomicina

Actividad Especifica
pmolas/min mg
N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
[Oligomicina pg/ml]

Figura 7. Actividad especifica del dimero en presencia de concentraciones crecientes de oligomicina (0-10"%/ ).

Como ya se mencion0, el taurodesoxicolato de sodio causa la monomerizacion de la ATP sintasa, esto se ilustra
en la figura 8 con un gel azul nativo del 4 al 12% donde se incubaron 100ug de ATP sintasa con concentraciones
crecientes del detergente desde 0 a 10% por un periodo de 30 minutos en hielo y posteriormente se cargaron en
un gel azul nativo. Este se fijé y se tifio con azul de Coomassie. El gel de la figura 8 muestra claramente que a
concentraciones crecientes del detergente disminuye la cantidad de dimero y aumenta la de monémero, y que a

concentraciones de 1.5% de taurodesoxicolato o mayores comienza a aparecer el sector F; libre.
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Figura 8. Gel BN PAGE, tefiido con azul de Coomassie, en la parte superior se muestra la concentracion final (porcentaje)
de taurocolato con la cual se incub6 a la ATP sintasa.



44 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE ATPasa EN FUNCION DE
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE TAUROCOLATO

Se evalu6 la actividad de la ATP sintasa en funcion de concentraciones crecientes de taurodesoxicolato, dado

gue como se aprecia en la figura 8, la enzima se disocia al ir aumentando la concentracién del detergente.

Se adicion6 al medio de reaccién lauril maltésido a una concentracién final de 0.01% para activar a la enzima.
Los datos obtenidos se muestran en la figura 9, al ir aumentando la concentracion de taurocolato la actividad
especifica va disminuyendo y se va perdiendo la sensibilidad a la oligomicina, esto debido a la liberacion del
sector Fy, a ésta liberacidn se debe el aumento de actividad que se observa en presencia de oligomicina en el

trazo de los rombos vacios.

Actividad Especifica
pmolas/min mg

0 RO—=—0—0—2 C
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Concentracion de Taurodesoxicolato de sodio
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—&— Sin Oligo —>— Con Oligo

Figura 9. Actividad especifica en presencia de concentraciones crecientes del detergente Taurocolato, los rombos negros
son en ausencia de oligomicina y los blancos en presencia de oligomicina (10 ug x ml™).



La activacion por lauril maltésido también fue evaluada en un gel nativo, en el cual se disoci6 a la enzima con
concentraciones crecientes de taurocolato. Se incubaron 100 pug de ATP sintasa durante 30 minutos en hielo y
posteriormente se cargaron a un gradiente de acrilamida en gel azul nativo del 4 al 12%. La actividad se evaluo
mediante el método reportado por Zerbetto et al. (Zerbetto, 1997), modificado por Schagger (Wittig et. al, 2005),
al sequir la aparicion de un precipitado blanquecino (ver Materiales y Métodos para méas informacion). Después
de aproximadamente 3 horas se adiciond 0.1% de lauril maltésido en el amortiguador de actividad, observandose

un notable incremento en la actividad de las bandas.

0 01025051 2 3 4 5 10 0 01025051 2 3 4 5 10

<— Dimero

Mondémero

Figura 10. Gel BN PAGE 4-12%, revelando actividad de ATP sintasa por el método de Zerbetto et al. (Zerbetto 1997),
modificado por Schégger, el panel de la izquierda es en ausencia de lauril maltésido y el panel derecho muestra el mismo
gel colocando 0.01% del detergente en el amortiguador de la reaccidn.

4.5 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DEL DIMERO, DEL MONOMERO Y DE LA F;
EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE DETERGENTE

Al observar que la actividad del dimero aumentd en presencia del detergente lauril maltésido, se decidi6 evaluar
si éste aumento también podia darse en el mondémero y en el sector F;. Se compard la actividad del dimero, del
mondmero y del sector F; en presencia y ausencia del detergente lauril maltésido en el medio de ensayo, a una
concentracion de 0.01%. EI monémero se formé incubando a la enzima dimérica con una concentracion de 3%
de taurocolato durante 30 minutos en hielo. El sector F; se obtuvo calentando a la enzima dimérica 2 minutos a
60°C. Se probd también una concentracion de 0.5% de taurocolato, la cual monomeriza en menor proporcion a la

enzima. Se evalu6 también la sensibilidad a oligomicina en todos los casos.

En la figura 11 se muestra el resultado obtenido al medir la actividad en ausencia de lauril maltésido. La
actividad especifica va aumentando a medida que se incrementa la concentracion de taurocolato y, por tanto, de
especies disociadas de la enzima. Esto es mas evidente en el caso de la F; obtenida por calentamiento, donde la

disociacion es completa.



Como se puede apreciar en condiciones sin detergente, la oligomicina parece tener un efecto inhibitorio muy
pobre sobre la enzima. Es importante observar la escala y compararla con la figura 12, para notar el efecto

potenciador del detergente lauril maltésido sobre la actividad.

Actividad Especifica de ATPasa en un medio sin Lauril maltésido
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Figura 11. Actividad especifica del dimero, entre paréntesis se muestra el porcentaje de taurocolato adicionado a la ATP
sintasa: (0%), mondmero(3%) y del sector F; en un medio sin detergente. Se muestra también la concentracion intermedia
de 0.5%. Las barras blancas son en ausencia de oligomicina y las negras en presencia de oligomicina (10"%,,). Los valores
indicados en el eje de las ordenadas representan la concentracion final de taurodesoxicolato adicionada a la ATP sintasa.

En la figura 12 se muestra un ensayo similar al de la figura 11, en el cual se obtuvo el monémero se incubando a
la enzima dimérica con una concentracion de 3% de taurocolato durante 30 minutos en hielo. El sector F; se
obtuvo calentando a la enzima dimérica 2 minutos a 60°C. Se probd también una concentracion de 0.5% de
taurocolato, la cual monomeriza en menor proporcion a la enzima. Se evaludé también la sensibilidad a
oligomicina en todos los casos. La diferencia entre éste ensayo y el que se ilustra en la figura 11 es que en éste

caso se adicion0 0.01% de lauril maltosido en el medio de ensayo.



Actividad Especifica ATPasa en un medio con
Lauril maltésido al 0.01%

Actividad especifica
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Figura 12. Actividad especifica del dimero entre paréntesis se muestra el porcentaje de taurocolato adicionado a la muestra:
(0%), mondémero(3%) y del sector F; en un medio con 0.01% de Lauril maltdsido. Se muestra también la concentracion
intermedia de 0.5%. Las barras punteadas son en ausencia de oligomicina y las blancas en presencia de oligomicina
(10"/,,). Los valores indicados en el eje de las ordenadas representan la concentracion final de taurodesoxicolato
adicionada a la ATP sintasa.

En la figura 13, puede compararse la actividad en ausencia y presencia del detergente. En ausencia del detergente
la actividad del dimero es de 0.13 unidades contra 6 en presencia del detergente. En el caso de la concentracién
0.5%, en ausencia de lauril malt6sido, la actividad es de 0.27 unidades y de 4.5 en presencia del detergente. Con
3%, 0.65 unidades sin detergente contra 1.72 con detergente. Incluso el sector F; presenta un aumento de

actividad, de 4 unidades sin detergente a 8.3 en presencia del lauril maltésido.

Se puede observar que en ausencia del detergente la actividad del mondmero es ligeramente mayor que la del
dimero, pero se activa en menor proporcion en presencia del detergente. De manera sorprendente, la actividad

del sector F; también aumenta considerablemente en presencia del detergente.

En comparacion con las condiciones anteriores, al adicionar el detergente al medio de ensayo la actividad del
dimero se incrementa de manera evidente y esta actividad es sensible a oligomicina, excepto en la concentracion

de 3% y en la F; obtenida por calentamiento.



Actividad Especifica ATPasa con vs sin lauril maltésido
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Figura 13. Comparacion de la actividad especifica del dimero, entre paréntesis se muestra el porcentaje de taurocolato
adicionado a la ATP sintasa: (0%) mondmero (3)% Yy el sector F; en ausencia (barras negras) y presencia (barras
punteadas) de Lauril maltésido. Se muestra también una concentracion intermedia de 0.5%. Los valores indicados en el eje
de las ordenadas representan la concentracion final de taurodesoxicolato adicionada a la ATP sintasa.



4.6 ENSAYOS DE PROTEOLISIS PARCIAL

Las peptidasas o proteasas son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas. Usan una molécula
de agua para hacerlo y por lo tanto se clasifican como hidrolasas. Las peptidasas rompen enlaces peptidicos
especificos, dependiendo en la secuencia de aminoacidos de la proteina. La prote6lisis puede ser limitada o
ilimitada, esto en funcion de la estructura terciaria de la proteina y de los sitios sensibles al corte que se exponen

en la conformacién que una proteina adopta al plegarse.

Dado que en la literatura se ha descrito que la prote6lisis limitada o parcial de una ATP sintasa puede
incrementar su actividad especifica (Tuena de Gémez-Puyou, 1977), se estudio el efecto de cinco proteasas sobre
la ATP sintasa de Polytomella sp. Se probaron las siguientes proteasas: subtilisina, tripsina, termolisina, pronasa

E y quimotripsina en dos concentraciones; 1:1000 y 1:100 (peso x peso-' proteasa : ATP sintasa).

Las proteasas se disolvieron en Tris-HCI 20mM pH 7.0. Se hicieron soluciones madre de 10 mg x ml™, se
fraccionaron y se almacenaron en el REVCO a -70°C. Los inhibidores se disolvieron en DMSO en el caso del
PMSF y en agua destilada el TLCK. En los controles correspondientes se adicionaron los volimenes de Tris-
HCI, DMSO y agua equivalentes a los tiempos de incubacion. El procedimiento consistié en incubar 80ug de la
enzima en presencia de la concentracion de proteasa indicada durante un curso de tiempo de hasta 60 minutos,
después de transcurrido el tiempo, se inhibié a la proteasa con 1mM de PMSF y TLCK. Las muestras se

cargaron en geles Tricina SDS-PAGE al 14% y se tifieron con azul de Coomassie.



4.6.1 SUBTILISINA

La subtilisina es una proteasa de serina del grupo B, pertenece a la familia de las bacteriocinas, que son
substancias quimicas con actividad bactericida de naturaleza proteica producidas por células procariontes y
eucariontes. La peptidasa es producida por Bacillus subtilis, sus sitios de corte son después de triptofano, tirosina,
fenilalanina, leucina y metionina pero se sabe que también puede dar lugar a cortes inespecificos. En la figura 14
se muestra el patron electroforético de las incubaciones con subtilisina en el tiempo a dos concentraciones que se
probaron; 1:1000 y 1:100 (peso x peso™ proteasa : ATP sintasa). Como se observa, la subtilisina digiri6 de

manera importante a varias subunidades del complejo, con 1:1000 — ASAL, B, ooy ASA3y con la concentracion

1:100 - ASAL, B, a, ASA2, ASA4, ASA3y 0.
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Figura 14. Patron electroforético de la ATP sintasa incubada con subtilisina a diferentes tiempos, indicados en la parte
superior de los geles (minutos). Gel de tricina-SDS al 14% tefiido con azul de Coomassie, en la parte superior con una
concentracion 1:1000 y en la parte inferior, 1:100 (“/,, proteasa/ATP sintasa)



4.6.2 TRIPSINA

La tripsina es una proteasa de serina del grupo A, es producida en el pancreas y secretada en el duodeno, donde
es esencial para la digestion. El pH éptimo para su actividad es 8.0 y la temperatura 6ptima es 37°C. Es una
enzima especifica ya que corta en el extremo carboxilo detras de la lisina y la arginina, ambos aminoacidos con
grupos R cargados positivamente, excepto cuando hay una prolina enseguida. Como se aprecia en la figura 15,
en la parte superior se muestra la ATP sintasa incubada a diferentes tiempos con tripsina 1:1000, en esta
concentracion las subunidades que se degradan son ASAL, B, ASA2, ASA4, ASA3, OSCP/a, 8 y ASAT7. En la
parte inferior, se ilustra la concentracion 1:100, la cual degrada a las subunidades ASAL, B, a, ASA2, ASA4, vy,

ASA3, OSCP/a, 8y ASAT.
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Figura 15. Patrdn electroforético de la ATP sintasa incubada a diferentes tiempos indicados en la parte superior de los geles
(minutos) con tripsina. Gel de tricina-SDS al 14% tefiido con azul de Coomassie, en la parte superior con una concentracion
1:1000 y en la parte inferior, 1:100 (“/,, proteasa/ATP sintasa).



4.6.3 TERMOLISINA

La termolisina es una metaloproteasa producida por Bacillus thermoproteolyticus, corta delante de aminoacidos
aromaticos y alifaticos (con cadena lateral de hidrocarburo simple) siempre que sean ramificados: fenilalanina,
tirosina, triptofano, isoleucina y valina. Si hay una prolina antes del residuo la peptidasa es incapaz de cortar.
Como se puede apreciar en la figura 16, la termolisina practicamente no digiere a la enzima. Se prob6 con otro
lote de termolisina y se observé el mismo patron. Esto indica que en la estructura nativa no hay asas expuestas
gue sean sensibles al corte por termolisina, a pesar de que se predicen multiples sitios de corte en la proteina

completamente desnaturalizada.

Comtrel O 0.5 1 2 5 10 30 &0 Control

Figura 16. Patron electroforético de la ATP sintasa incubada con termolisina a diferentes tiempos indicados en la parte
superior de los geles (minutos). Gel de tricina-SDSal 14% tefiido con azul de Coomassie, en la parte superior con una
concentracién 1:1000 y en la parte inferior, 1:100 (*/,, proteasa/ATP sintasa).



4.6.4 PRONASA E

Es una peptidasa que proviene de Streptomyces griseus, en realidad es una mezcla de tres actividades

proteoliticas que incluye una proteasa de serina. Presenta un amplio rango de especificidad que se cree esta

mediado por un sitio activo compuesto por un residuo de aspartato, uno de histidina y serina. Hidroliza

preferentemente enlaces en el extremo carboxilo del cido glutdmico o aspartico. En el caso de esta peptidasa, en

una concentracion baja (1:1000), degrada las subunidades B, ASA3 y 3. Su accion es muy generalizada a una

concentracién 1:100 donde se puede apreciar una prote6lisis casi total. Las subunidades que parecen resistir mas

la accion de la pronasa son: ASA4, ASA5, ASA7 y ASA9.
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Figura 17. Patrén electroforético de la ATP sintasa incubada con pronasa E a diferentes tiempos, los cuales se indican en la
parte superior de los geles (minutos). Gel de tricina-SDS al 14% tefiido con azul de Coomassie, en el panel superior con

una concentracion 1:1000 y en la parte inferior, 1:100 (*/,, proteasa/ATP sintasa).



4.6.5 QUIMOTRIPSINA

La quimotripsina in vivo es una enzima proteolitica que actta en los sistemas digestivos de los mamiferos y otros
organismos. Sus principales sustratos son aminoacidos aromaticos o0 muy hidrofébicos, como triptofano, tirosina,
fenilalanina, metionina y leucina, que son hidrolizados en su extremo carboxilo terminal. Se puede notar en la
figura 18 que esta peptidasa presenta un efecto parcial sobre la ATP sintasa. En el panel superior se muestran
tiempos de incubacion con la proteasa a una concentracion 1:1000; como se puede notar, la Unica subunidad
degradada es ASAS3, en tanto que con 1:100 se degradan By ASA3.
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Figura 18. Patrén electroforético de la ATP sintasa incubada con quimotripsina a diferentes tiempos indicados en la parte
superior de los geles (minutos). Gel de tricina-SDS al 14% tefiido con azul de Coomassie, en la parte superior con una
concentracién 1:1000 y en la parte inferior, 1:100 ("/,, proteasa/ATP sintasa).



4.6.6 COMPARACION DEL EFECTO DE LAS PROTEASAS SOBRE LAS
SUBUNIDADES DE LA ATP SINTASA

A continuacion se muestra una tabla que resume las subunidades que se proteolizan en presencia de las diferentes proteasas
en ambas concentraciones. Como se aprecia las subunidades més susceptibles a ser degradadas son ASA 1, B, a, ASA 2,
ASA 3y 5. OSCP/ ay ASA 7 son menos susceptibles, pero también se degradan. Por su parte, ASA 5, ASA 6, ASA 8, ASA
9, € y ¢, parecen mantenerse intactas. La proteasa que degrada més a la enzima es la tripsina, seguida por la subtilisina,
mientras que la termolisina pareciera no degradar ninguna subunidad. La quimotripsina es la peptidasa que presenta una

protedlisis limitada sobre la proteina, aun a altas concentraciones.

Subt | Subt Trp Trp Termo | Termo Quimo | Quimo
Subunidad | 1:1000| 1:100 | 1:1000 | 1:100 | 1:1000( 1:100 1:1000| 1:100
ASA1 + + + +
B + + + + + + +
o + + + +
ASA2 + + + +
ASA4 + + -
Y + + +
ASA3 + + + + + + + +
OSCP/a + + N
5 + + + + +
ASA7 + +
ASAS5
ASA6
ASAS8
ASA9
€
C

Tabla 2. Se muestra una comparacion de las subunidades que se degradan (+) con las 5 diferentes proteasas en ambas
concentraciones (1:1000 y 1:100 “/,, proteasa : ATP sintasa). Subt — subtilisina; Trp — tripsina; Tm-termolisina; PE —
pronasa e; Qt-quimotripsina



4.7 EVALUACION DE LA PROTEOLISIS EN GELES NATIVOS Y DESNATURALIZANTES

Como se puede concluir de los experimentos anteriores, la quimotripsina es la peptidasa cuyo efecto sobre la
ATP sintasa esta limitado al corte de unas cuantas subunidades. Por lo anterior se decidi6 evaluar cuél es el

efecto de la proteasa sobre la estructura oligomérica de la ATP sintasa.

Se evalud el efecto de la quimotripsina (1:1000 y 1:100) sobre la estructura dimérica y sobre el mondmero,
obteniéndose éste al incubar la enzima durante 30 minutos con taurocolato al 3% en hielo y adicionando
después la proteasa en la concentracion deseada. Se fueron tomando las muestras a los tiempos indicados y se
inhibié la reaccién con 1mM de PMSF y 1 mM de TLCK. Posteriormente las muestras se cargaron en geles
azules nativos con un gradiente del 4 al 12 % de acrilamida. Se incluyé un carril con F,, obtenida al calentar la

misma cantidad de proteina que en los otros carriles durante 2 minutos a 60°C.

Como se puede apreciar en la figura 19, el dimero no se proteoliza drasticamente, s6lo se observa la degradacion
del mondmero, que estéa presente en baja proporcién en la enzima purificada desde el principio. Sefialado con dos
asteriscos (* *) se muestra que la proteasa degrada las bandas de bajo peso molecular (contaminante) presentes

en la preparacion.

Por su parte, el monémero es altamente susceptible a la accion de la proteasa, ya que desde 30 segundos se
aprecia claramente la aparicion del sector F;, el cual se enriquece fuertemente desde el minuto 20 en la
concentracion de quimotripsina 1:1000 (“/,, proteasa/ATP sintasa) y al minuto 5 con una concentracién de
proteasa 1:100 ("/,, proteasa/ATP sintasa).

Para comparar el efecto de la proteasa sobre el dimero y el monémero, se llevd a cabo un experimento similar
pero en geles desnaturalizantes de tricina-SDS al 14%. Se sigui6 el mismo procedimiento que para los geles
nativos. El resultado se muestra en la figura 20, donde se puede apreciar que con esta concentracion de proteasa
las subunidades que se degradan en el dimero son B y ASA3, como ya se habia establecido, pero en el caso del
monomero es notable que la protedlisis es mucho més amplia; se degradan ASAL, B, o, ASA2, ASA4, ASA3,

OSCP, 6, ASA7, ASAS5, ASAG.
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Figura 19. Patrén electroforético en geles azules nativos del 4 al 12% de acrilamida de la prote6lisis con quimotripsina
1:1000 y 1:100 del dimero (Panel A) y del monoémero (Panel B). Se indica el tiempo de prote6lisis en minutos en la parte
superior de los ges. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie.
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Figura 20. Patron electroforético en un gel de tricina-SDS al 14% de una curva de tiempo de proteolisis con quimotripsina
1:100 del dimero(Panel A) y del monémero (Panel B). Se indica el tiempo en minutos en la parte superior. El gel se tifiid
con azul de Coomassie.



48 EVALUACION DE ACTIVIDAD ATPasa EN EL DIMERO Y MONOMERO
PROTEOLIZADOS

Se evaluo espectrofotométricamente la actividad de ATPasa de ambas preparaciones; dimero y mondmero, al
proteolizarlas con quimotripsina en una proporcién de 1:100 (w:w proteasa : ATP sintasa). Los ensayos se
Ilevaron a cabo adicionando lauril maltésido en el medio del ensayo a una concentracién final 0.01%. Como se
puede apreciar en la figura 21, la actividad del dimero parece mantenerse constante durante todo el tiempo de
protedlisis en tanto que la del mondémero aumenta al irse proteolizando la proteina. La liberacion del sector F;

probablemente sea la responsable del aumento en la actividad.

Promedio Actividad Especifica Dimero vs Monémero
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Figura 21. Comparacion de la actividad especifica del dimero (rombos negros) y el monémero (circulos blancos), al ser
proteolizados con quimotripsina a una concentracion de 1:100 ("**/,eso ATP sintasa : proteasa).

Dado que se sabe que el mondémero es mas susceptible al corte por quimotripsina y eventualmente es degradado
hasta F3, se continu6 evaluando Unicamente al dimero con ambas concentraciones de quimotripsina (1:1000 y
1:100), en ausencia del detergente. Esto para evaluar si la proteasa por si misma causa un aumento de actividad.
Como se puede notar en la figura 22, si se presenta una ligera activacién en el tiempo con ambas concentraciones
de quimotripsina. Por otra parte en la figura 23 se aprecia que la activacion de la enzima no es tan grande como

la que se obtiene cuando hay lauril maltésido en el medio.



Actividad Especifica

Figura 22. Actividad especifica del dimero al ser proteolizado con quimotripsina a una concentracion de 1:1000 (cuadros

(umolas/min mg)

Actividad Especifica en Curva de tiempo protedlisis
Dimero Quimotripsina 1:1000 y 1:100
Sin oligo
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blancos) y 1:1000 (cuadros negros).

Figura 23. Comparacion de las figuras 21 y 22. Actividad especifica del dimero con y sin detergente (1:100), sin detergente
(1:1000) y el mondémero con detergente (1:100). Al ser proteolizados con quimotripsina. Los datos son los mismos que se
muestran en las figuras 21y 22.
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A partir de los datos presentados en la figura 23 se puede concluir que la protedlisis no logra activar a la enzima
al mismo nivel que el detergente. Lo anterior sugiere que aunque la proteasa si es capaz de activar a la enzima, el
corte no es suficiente para alcanzar el nivel obtenido con detergente, lo que plantea dos posibilidades: que el
efecto activador del lauril maltésido y de la proteasa esta dado por dos fendmenos distintos o que en la estructura

oligomérica el sitio que podria estarse liberando por el detergente no esta accesible a la quimotripsina.



V. DISCUSION



La ATP sintasa es una enzima que estd involucrada en la transducciéon de energia, altamente conservada y
universalmente distribuida. Posee una arquitectura extensamente modificada, con respecto a las ATP sintasas
mejor caracterizadas como la de Escherichia coli y Bos taurus, en un linaje particular de eucariontes: las algas

cloroficeas.

Las algas cloroficeas han reclutado 9 polipéptidos (ASA1-9) a su ATP sintasa mitocondrial, manteniendo
algunos componentes ortodoxos; en el centro catalitico [a3/43], en el cuello central [ciofy /d/&] y las subunidades
gue unen al brazo periférico (a y OSCP). De tal forma que durante el curso de la evolucion las algas cloroficeas
han disefiado un motor molecular en el cual se mantienen los componentes cataliticos pero se modifica
sustancialmente la composicion arquitectonica del brazo periférico. De manera notable, todas estas
modificaciones dan lugar a un dimero altamente estable. Se sabe que la ATP sintasa esta presente en forma
dimérica y oligomérica en mitocondrias de levadura, bovino, rata y algunas plantas, pero se cree que ésta se

encuentra en una poza inactiva y que la oligomerizacion es una forma de regular su actividad.

De manera basal, la ATP sintasa de Polytomella sp. presenta una actividad hidrolitica sumamente pequefia (0.07-
1 pmolas x (min mg)™), comparada con la de otras ATP sintasas; ATP sintasa mitocondrial de higado de rata: 28
umolas x (min mg)™ (Pedersen, 1975), ATP sintasa de cloroplasto de espinaca: 7.45 umolas x (min mg)™

(Vambutas et. al., 1965), ATP sintasa de Sacharomyces cereviseae: 63 umolas x (min mg)™ (Shatz et.al., 1967).

Al adicionar el detergente no iénico lauril maltdsido en el ensayo ésta actividad aumenta méas de 10 veces y es
sensible a oligomicina. Este comportamiento también se presenta con el detergente monodecileter de octaetilen-
glicol. Al probar diversos detergentes no idnicos, se observo que no todos los detergentes activan a la enzima, lo
cual indica que este efecto no es inespecifico. Analizando la estructura de los detergentes se aprecia que tanto el
lauril maltésido como el monodecileter de octaetilen-glicol presentan cadenas largas y que los detergentes que
no tuvieron efecto sobre la enzima poseen cadenas pequefias, quizas pudiera esto explicar el porqué no todos los
detergentes activan a la enzima o tal vez el hecho de que posean estructuras distintas conlleve a la formacion de

micelas distintas y ésto pudiera estar implicado.

Cabe resaltar que el efecto activador del lauril maltosido sobre la enzima no se debe a que la enzima se esté
disociando, como se comprob6 en el gel azul nativo, donde la enzima permanece dimérica. Ademas de que,
como puede apreciarse en las gréficas de actividad, la actividad se mantiene completamente sensible a

oligomicina.



De manera notable, la enzima esta en contacto con el lauril maltésido durante todo el proceso de purificacion,
aunque en una proporcion mucho menor a la del ensayo, por tanto, esta activacién debe estar dada por un
rearreglo local dentro de la enzima. Por el trabajo del Doctor Alfredo Torres Larios, se sabe que la ATP sintasa
se encuentra en estado agregado al ser purificada, por lo que el detergente debe estar promoviendo la

desagregacion de la misma o la liberacion de sitios restrictivos dentro de la enzima.

Por su parte, el detergente ionico taurodesoxicolato de sodio permite disociar a la enzima en una poblacién
enriquecida de mondmero que presenta un valor de actividad basal del doble que el dimero en ausencia del
detergente. Al adicionar lauril maltésido el monémero es capaz de activarse, pero no tanto como el dimero, si se
supusiera que la activacion por el detergente esta dada simplemente por la desagregacién, entonces podria
esperarse que el monomero alcanzara niveles de activacion similares o mayores al dimero. Lo cierto es que
solamente el dimero parece alcanzar una actividad especifica alta en presencia de detergente, y que el mondémero

yano se activa tanto.

En este sentido, al realizar un analisis de la estructura primaria de la subunidad 3 se observd que ésta presenta
una extensién de 60 a 70 residuos en el extremo C-terminal (Franzén y Falk, 1992; Nurani y Franzén, 1996), que
s6lo se ha observado en las subunidades de Chlamydomonas y Polytomella. Al comparar esta extension con la
regién minima inhibitoria de la proteina inhibidora de bovino, se vio que existe un alineamiento de algunos
aminoécidos y mas aln que en ambas algas cloroficeas esta presente el motivo altamente conservado en la
interfase de las subunidaes a—fB con el que se sabe interactla la proteina inhibidora (Atteia et al., 1997).
Tomando en consideracion las observaciones hechas con el dimero de la ATP sintasa de bovino, en el que se
cree que ambos monomeros se asocian a traves de la proteina inhibidora (Garcia JJ et al, 2006 y Minauro-
Sanmiguel et al., 2005), podria existir la posibilidad de que en el dimero de Polytomella sp. los mondmeros se
asociaran también a través de las extensiones presentes en las subunidades . Sin embargo la distancia entre los
sectores F; que se observa en la microscopia electronica hacen que esta hipdtesis sea poco probable. También es
posible que las extensiones en B actlen como proteinas inhibidoras introduciéndose en la interfase entre las
subunidades o y B. El detergente estaria desestabilizando estas asociaciones o liberando la interaccion en la

interfase a—.

A su vez, encontramos que la quimotripsina degrada parcialmente a la subunidad B. El discreto aumento de la
actividad de ATPasa que se aprecia debe estar dado por ésta degradacion parcial, aunque este aumento es muy
pequefio comparado con el que ocurre en presencias de lauril maltésido. Dado que en ausencia del detergente la
enzima se encuentra en estado agregado, es posible que la quimotripsina pueda degradar Unicamente aquellas

extensiones que se encuentran desagregadas. Otra posibilidad es que en la estructura dimérica la extension se



encuentre parcialmente embebida por lo que la proteasa degradaria Gnicamente lo que esta accesible y esta

pequefia degradacion no implica un aumento significativo en la actividad hidrolitica.

El valor tan pequefo de actividad basal sugiere que la actividad hidrolitica de la enzima estéa altamente regulada
in vivo, dado que de no ser asi se estaria llevando a cabo un ciclo fatil de sintesis e hidrélisis de ATP. El uso del

detergente permite expresar la actividad de ATP sintasa y evaluarla.

El uso de proteasas permite, a la vez, estudiar la estructura de la enzima y caracterizarla. De manera notable, el
dimero es una estructura altamente estable que resiste incluso la accion de proteasas, en tanto que el monémero
aun con una baja concentracién de quimotripsina y a tiempos muy cortos se disocia hasta formar el sector F;.
Resulta sumamente interesante que la asociacion de dos mondmeros de lugar a una estructura robusta y

resistente, pero que los monémeros de manera individual sean tan labiles.

Se cree que la oligomerizacién de la ATP sintasa puede estar involucrada de manera directa en la actividad
catalitica de la misma o de manera indirecta puede afectar al estado metabdlico de las células. Cuando se impide
la dimerizacién de la ATP sintasa en la levadura, al interrumpir los genes que codifican para las subunidades e y
g, las mitocondrias presentan morfologia de las crestas alterada, con un aspecto de cebolla (Arselin et al., 2004).
Los estudios llevados a cabo por Minauro-Sanmiguel et al. y Dudkina et al., acerca de la estructura de las ATP
sintasas diméricas de bovino y Polytomella, respectivamente, mostraron que existe un angulo pronunciado, de
aproximadamente 40° en el caso de bovino y 70° para Polytomella sp., entre los sectores Fo de cada monémero.
Se cree que esta asociacion mondmero-mondmero conlleve a la curvatura de la membrana interna mitocondrial y

por tanto contribuya a la morfologia de las crestas mitocondriales.

La ATP sintasa de Polytomella sp., es una enzima cuya arquitectura Unica la convierte en un modelo de estudio
muy interesante. La enzima es capaz de proveer a la célula de una gran parte de la energia necesaria para sus
procesos, evitar el ciclo fatil de sintesis-hidrolisis por mecanismos aun no caracterizados y al mismo tiempo

modelar las crestas mitocondriales.

El presente trabajo puede ayudar para que con futuros experimentos puedan develarse las interrogantes que
permanecen: ¢como esta regulada la enzima?, ;como es la actividad del monémero?, ¢cudl es el papel que juega

la extension del carboxilo terminal de la subunidad B?.



V1. CONCLUSIONES

La ATP sintasa de Polytomella sp. presenta de manera basal una actividad hidrolitica sumamente
pequefia, comparada con la de otras ATP sintasas. La actividad del dimero es muy baja [0.06 umolas x
(min x mg)™*] comparada con la del monémero [0.17 umolas x (min x mg)™] y con la F; [0.25 pmolas x
(min x mg)™] De hecho ésta actividad es considerablemente méas baja que la reportada para otras
ATPasas puras (Sector Fy): ATPasa mitocondrial de corazén de bovino: 70 pmolas x (min x mg)™,
ATPasa mitocondrial de higado de rata: 28 pmolas x (min x mg)™,ATPasa de cloroplasto de espinaca:
7.45 umolas x (min x mg)™*, ATPasa de levadura 63 pmolas x (min x mg)™.

La ATP sintasa de Polytomella sp. puede activarse con algunos detergentes no iénicos, preferentemente
de cadena larga.

El detergente lauril maltosido permite evaluar la actividad hidrolitica de la ATP sintasa de Polytomella
sp. a una concentracién en que no disocia a la enzima. Posiblemente el efecto sea de relajacion de la
estructura y/o de liberacion de los extremos carboxilo terminal de las subunidades .

El detergente idnico taurodesoxicolato de sodio permite disociar a la enzima y evaluar una poblacion
enriquecida de monomero.

La estructura dimérica es altamente estable y resistente a proteasas en tanto que el monémero es muy
l&bil y es rapidamente degradado por proteasas.
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